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1.1.1. Fuentes de materiales lignocelulósicos.
Desde hace varios años y como consecuencia de la crisis energética mundial, los
científicos y los técnicos han fijado su atención en el potencial energético que ofrece la
naturaleza en forma de biomasa. Teniendo en cuenta que el valor anual medio de la energía
solar incidente en la tierra es de 3,67 1021kJ., y estimando una eficiencia del proceso de
fotosíntesis del 0,07%, se ha cifrado en 1,8 10” t la producción anual de biomasa primaria
de la que el 40% es celulosa <Kosaric y col., 1983~. Este compuesto, que constituye por tanto
la fuente renovable de carbohidratos más abundante con la que cuenta el hombre, ha sido.
durante los últimos años, y, sigue siendo objeto de numerosos estudios encaminados a Ja
búsqueda de aquellos procesos más adecuados para su transformación. Estos estudios, cuya
finalidad fundamental es la obtención de combustibles o de productos de interés como
materias primas de las industrias química y agroalimentaria, han dado lugar a un notable
desarrollo de investigación y tecnología en áreas diversas tales como la Biología, la Quím¡ca
o la Ingeniería de procesos.
La celulosa es un polímero de unidades de D-glucosa producido como consecuencia
del proceso de fotosíntesis y que se deposita en las paredes celulares de todas las plantas
superiores, en forma de fibras cristalinas que determinan la dirección del crecimiento celular
y confieren la rigidez necesaria para el desarrollo de las plantas terrestres. Aunque la
producción de celulosa no esté confinada únicamente al reino vegetal, ya que algunos hon-
gos. bacterias e incluso invertebrados marinos (tunicados) también producen celulosa, la
fuente más importante de este polímero la constituyen las plantas superiores en las que este
material es sintetizado continuamente mediante fotosíntesis.
Sin embargo, la celulosa no se encuentra pura sino asociada a una gran variedad de
otros polisácaridos tales como almidón. pectina, distintas hemicelulosas <constituidas por
polímeros o heteropolímeros de diversas pentosas, hexosas y sus ácidos urdnicosi y lignina.
Estos <los últimos, hemicelulosas y lignina son los polímeros que en mayor proporción
acompañan a la celulosa en las estructuras vegetales. El algodón, por ejemplo, que es la
forma de celulosa más pura que existe en la naturaleza, contiene hasta un 6% en peso de
polisacáridos no celulósicos. proteínas y elementos minerales.
Dentro de las plantas superiores las fuentes de celulosa en orden decreciente de
abundancia son los siguientes:
—i —
# Tallos de angiospermas leñosas <maderas duras> con un contenido de 40-55% de
celulosa, 24-40% de hemicelulosa y 18-25% de lignina (figura 1>.
# Tallos de gimnospermas leñosas (maderas blandas): 45-50% de celulosa, 25-35% de
hemicelulosa y 25-35% de lignina (figura 1).
# Tallos de monocotiledóneas <herbáceas tales como bambú, trigo, arroz, caña de
azúcar?, 25-40% de celulosa, 25-30% hemicelulosa y 10-30% de lignina.
# Parénquima celular no lignificado de Las hojas: 15-20% celulosa, 80-85% pectina y
otras hemicelulosas.
t/ Fibras parcialmente lignificadas o deslignificadas de algodón: 80-95% de celulosa,
5-20% hemicelulosa y poca lignina.
Del total de celulosa producida, la mayor proporción corresponde a las tres primeras
fuentes, ésto es, la mayor parte de la celulosa se encuentra lignificada.
Con vistas a su posible utilización en procesos de transformación, la biomasa lignoce-
luldsica se puede catalogar en tres grupos diferentes. En primer lugar, la biomasa natural
producida espontáneamente en las zonas no cultivadas, tanto de tierra firme como en las
zonas marítimas. Otro grupo lo constituye la biomasa residual procedente de las explotacio-
nes agrícolas y forestales, así como la generada en las industrias y en los núcleos urbanos.
Y por último, la biomasa producida especialmente para fines energéticos en las denominadas
plantaciones de energía. De estas fuentes, las que tienen mayor interés por su abundancia y
la naturaleza de su localización, ya que pueden obtenerse concentradas en áreas definidas,
son los residuos agrícolas, residuos forestales, residuos de algunos tipos de industria. y los
cultivos energéticos <Fernández, 1.982>.
La biomasa residual ofrece unas perspectivas universales de aprovechamiento ya que
se produce en todo momento como consecuencia de la actividad humana y su eliminación
constituye normalmente un problema. El reciclado y utilización de este tipo de biomasa en
procesos de transformación supondría diversas ventajas. En primer lugar, se reduciría el
deterioro ambiental que produce su acumulación o eliminación por vías convencionales, tales
como la incineración de residuos en tierras de labor, haciendo posible al mismo tiempo, la
recuperación de elementos minerales y materia orgánica que de otra forma se perderían
total o parcialmente. Por otro lado. al ser una materia que se genera como subproducto de
otras actividades, su coste de producción quedaría casi exclusivamente restringido a los
gastos de recogida en aquellos casos en los que ésta no se realizara necesariamente.
Los residuos agrícolas generados en nuestro país son fundamentalmente de tres
tipos: paja de cereales grano, residuos de cultivos industriales y restos de podas de frutales.
En la tabla 1 se expone el rendimiento medio en residuos agrícolas de los cultivos más
usuales en España, así como la producción total de los mismos (Martínez y Rodríguez.
1985>. La composición química de los residuos agrícolas de carácter lignocelulósico ha sido



























Caña azucar 25,75 160,3
Cultivos Sud. 1,99 999,6
TABLA 5 Rendimientos y producción en residuos agrícolas de
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En cuanto al volumen de producciones, el que ocupa el primer lugar es el grupo de
los cereales grano con un 53,3% del total, seguido de los frutales <43,6%? y de los cultivos
industriales <3,1%>. Los residuos de trigo, cebada y maiz

















Composición media de algunos residuos agrícolas
lignocelulósicos. (Fuente: Martínez y Rodríguez,
1985).
constituyen el 484% del total de los residuos agrícolas y el 90% del total de residuos
procedentes de cereales grano. Dentro de los cultivos frutales generadores de residuos los
más importantes son el olivar y el viñedo con un 42% y 43,3% respectivamente de la
producción de dichos cultivos, y que suponen un 37,1% del total de los residuos agrícolas.
Los cultivos industriales son los que producen menos residuos dada la poca extensión de los
mismos en nuestro país. El girasol y el algodón son los cultivos de mayor importancia.
seguidos de la caña de azúcar.
En el caso de residuos forestales, entre los que se incluyen los residuos de las
industrias de la transformación primaria de la madera, la producción anual en España
alcanza aproximadamente 5,1 Mt. El tonelaje de estos residuos podría aumentarse en 2.7
veces. si se limpiasen los bosques españoles con una frecuencia de 10 años, que es, según los
o—
expertos, la periodicidad correcta para dicha actividad. En la tabla III, se dan los datos
generales de producción y los valores de residuos forestales generados, según un informe del
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RESIDUOS DE CORTA Y ELABORACION DE LA MADERA:
Total ( Mt ) 2.306,5
RESIDUOS FORESTALES:
Residuos totales (Miles de tlalio). 14.098,7
TABLA III: Datos de producción de residuos forestales
(Informe del Comité de Energía, 1982).
en España.
Con respecto a los residuos industriales, hay que señalar que éstos están poco catalogados
en nuestro país, no existiendo en el momento informaciones detalladas sobre su composición
y la cantidad generada en los distintos sectores industriales. Centrándonos en la producción
de residuos celulósicos que son los que aquí nos interesan, el sector de las conservas
vegetales es el que tiene una mayor incidencia en el volumen de dichos residuos.
La producción total de residuos agrícolas es aproximadamente el 43,5% del total de
la biomasa residual en nuestro país, mientras que el 6,9% corresponde a residuos forestales.
El 49,6% restante corresponde a residuos ganaderos, sólidos urbanos e industriales.
En relación con los cultivos agroenergéticos, se han promovido en el mundo en los
últimos años, programas de investigación y desarrollo para la búsqueda de especies botáni-
cas de características apropiadas para la obtención, mediante procesos diversos de transfor-
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mación, de combustibles o productos químicos de alto valor añadido. El volumen y la
incidencia futura de estos cultivos en las cifras globales de producción de biomasa dependerá
de los resultados obtenidos, así como de las necesidades concretas del momento.
Los problemas ligados a los procesos de transformación de materiales lignocelulósi-
cos son, en sus aspectos básicos, semejantes para todos ellos, por lo que los estudios
realizados con cualquiera de estos sustratos pueden hacerse, en lineas generales, extensivos
al resto. En nuestro caso, el trabajo desarrollado se ha centrado en el estudio del aprovecha-
miento y transformación de la biomasa lignocelulósica de Onopordunz neruosum, especie con
la que se viene trabajando, desde hace unos años, en nuestro país, como posible cultivo
agroenergético por diversas razones. Esta especie, endémica de la península Ibérica, con una
productividad total en materia seca anual de alrededor de 20 t/ha (Fernández, 1980>, presen-
ta unas características de composición y rusticidad que le hacen muy apropiada para su
utilización como fuente de celulosa, así como para su cultivo en zonas marginales, no aptas
para cultivos tradicionales, de las que existen en nuestro país unos 18 millones de hectáreas.
Es por ésto, por lo que al estudio de las características agronómicas y de los procesos de
transformación de ésta y otras especies de similares características, se ha dedicado una
especial atención en nuestro grupo de trabajo, como parte del programa de investigación
sobre utilización de biomasa lignocelulósica como fuente de energía y productos diversos.
1.1.2. Composición y estructura de las materiales lignocelulósicos.
Los materiales lignocelulósicos están formados fundamentalmente por tres
componentes:
a> Polisacáridos.
Entre los que se encuentran la celulosa y la hemicelulosa, carbohidratos de alto peso
molecular que constituyen del 60 al 80% del total de la composición de los materiales
lignocelulósicos.
La celulosa es el principal componente de la pared celular de la fibra vegetal y es un
polímero lineal de D-Glucosa, con peso molecular de aproximadamente medio millón. Las
unidades individuales de la molécula están ligadas por enlaces ~ <1 -*4> formando cadenas
que a su vez se agrupan en estructuras superiores de alto grado de cristalinidad.
La hemicelulosa está compuesta de pequeñas cadenas de polisacáridos cuyo papel es
suministrar una unión entre la lignina y la celulosa. En su estado natural existe en forma
amorfa con un grado de polimerización que no excede de 200 y puede ser dividida en dos
categorias: celulosanos y poliurónidos. Los celulosanos incluyen aquellas hemicelulosas que
—7--
son polímeros de hexosas tales como manosa, galactosa y glucosa y pentosas tales como
xilosa y arabínosa. Los poliurónidos son hemicelulosas que contienen grandes cantidades de
ácidos hexurónicos y algunos grupos metoxilo, acetilo y carboxilo libres.
b> Lignina.
Es un polímero tridimensional de unidades de fenlípropano ligadas por enlaces éster
y C-C. La lignina confiere rigidez estructural al endurecer y sostener las fibras de polisacá-
ridos,
e> Otras sustancias.
Comprenden aquellos materiales no englobados en los apartados anteriores y que en
función de su solubilidad en agua o solventes orgánicos neutros se pueden clasificar en:
extraibles y no extraibles. Dentro de la fracción extraible. se encuentran los terpenos que
son polímeros de isopreno y tienen importancia dado que son fuente de terpenina en proce-
sos industriales, las resinas, que incluyen gran variedad de compuestos no volátiles como
grasas, ácidos grasos, alcoholes, resinas ácidas. fitosterol. etc, y los fenoles, entre los que se
encuentran los taninos. También dentro de esta fracción extraible se pueden incluir carbohi-
dratos de bajo peso molecular, alcaloides y lignina soluble.
En la fracción no extraible se encuentran las sustancias minerales o cenizas. Son
principalmente carbonatos alcalinos, alcalinotérreos y oxalatos. Otro componente importan-
te de esta fracción lo constituye la sílice que se deposita generalmente, en forma de cristal
y es muy abundante en la paja. Pequeñas cantidades de sustancias tales como almidón.
pectina y proteinas se encuentran asimismo dentro de la fracción no extraible.
1.1.2.1. Estructura de la celulosa, hemicelulasa y lignina.
Es, en general, aceptado que la celulosa es un polímero lineal de unidades de O-
anhidrogluco-piranósido, unido por enlaces ~-1-4-glucosídicos. Es decir, se trata de un 1-4-0-
9-glucano (figura 2>. El anillo de piranosa esta en la conformación ~c1,lo cual quiere decir
que los grupos -CH2OH y -OH así como los enlaces glucosídicos están todos en posición
ecuatorial con respecto al plano medio del anillo.
Cuando la molécula de celulosa está completamente extendida y toma forma de cinta
aplanada, con los grupos -OH sobresaliendo lateralmente, se pueden formar puentes de
hidrógeno inter e intramoleculares. La superficie de la cinta que consiste en átomos de
















molecular son responsables de su estructura supramolecular, y determinan muchas de las
propiedades físicas y químicas de la celulosa. El número de unidades de glucosa por molécu-
la <grado de polimerización) varía desde 1000 hasta 15000D, dependiendo de su origen y de
la extensión de su posible degradación durante el aislamiento.
Los estudios de espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y difracción
de rayos X revelan que los puentes de hidrógeno intramoleculares se establecen entre los
grupos hidroxilo en posición 3 y los átomos de oxígeno de las glucosas adyacentes y entre
los grupos hidroxilo en posición 6 y los oxígenos de las cadenas adyacentes (figura 3>.
Aunque, considerados individualmente, estos puentes de hidrógeno son enlaces débiles, la
gran cantidad de ellos que se establece entre las cadenas de glucosa que componen las fibras
de celulosa, le proporcionan una unión fuerte que es la responsable de la formación de
agregados cristalinos que confieren a la pared celular su enorme resistencia.
Las hemicelulosas, como las celulosas, son polímeros de unidades de anhidroazúcar
ligadas por enlaces glucosídicos. Sin embargo, cada molécula de hemicelulosa esta formada
por más de un tipo de azúcar (hexosas o pentosas> y además presentan ramificaciones y
sustituciones. Todas estas características le confieren una estructura, en general, no crista-
lina. En el caso de angiospermas, sus hemicelulosas son mayoritariamente de tipo xilano.
polímero de unidades de D-xilopiranosa (aproximadamente un 35% dc sus residuos están
acetilados) unidos por enlaces ~<1-*4>.En el caso concreto de las plantas dicotiledóneas.
algunos restos de xilosa se encuentran sustituidos por 4-0-metilgiucurónico (figura 4a>. Otra
fracción importante de las hemicelulosas de angiospermas (25% del total de hemicelulosas
aproximadamente> la constituyen los glucomananos que son polímeros lineales de glucosa y
manosa con predominio de esta última. Polisacáridos relacionados con los anteriores son los
galactoglucomananos acetilados que se encuentran principalmente en los tejidos de gimnos-
permas (figura 4b). Las hemicelulosas minoritarias son arabino-4-O-metil glucuronoxilanos,
los cuales son similares a] xilano de angiospermas, pero sustituidos con ramificaciones de
arabinosa.
La lignina es el tercer componente mayoritario de los materiales lignocelulósicos. Es
un polímero aromático sintetizado por polimerización oxidativa de tres alcoholes cinamílicos:
cumarol, coniferol y sinapol (alcohol 4-hidroxi, 4-hidroxi-3-metoxi y 4-hidroxi-3,5-
dimetiloxicinámico respectivamente). La proporción de los tres alcoholes precursores difiere
según se trate de angiospermas o gimnospermas, así como de los grupos taxonómicos,
particularmente entre las primeras. En la lignina de gimnospermas, el 90% corresponde a
derivados de coniferol, mientras que en la de angiospermas corresponde a derivados del
coniferol y del sinapol en proporciones similares (figura 5>.
Estos tres componentes fundamentales de los materiales lignocelulósicos se encuen-
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Figura 4. (a) Es tructura del 0—acet 11—4—0—metí Iglucuronoxilano.
Hemicelulosas de tejidos de angiospermas.
(b) Estructura del O-acetil-galactoglucomanano.


































1.1.2.2. Organización de la pared celular.
El estudio de la arquitectura de la pared celular vegetal revela la existencia de cuatro
capas concéntricas morfológicamente distintas (figura 6>. La capa externa llamada pared
primaria con un espesor de 0,1 mm contiene la tercera parte del contenido total de celulosa.
En esta capa, las microfibrillas elementales de celulosa se encuentran orientadas transver-
salmente a lo largo del eje de la fibra. La capa siguiente es la pared secundaria, que se forma
durante el crecimiento y maduración de la célula y contiene tres subcapas, originadas en
distintas fases del desarrollo, la exterior Sí. la capa intermedia S2 y la capa más interior
S~. Cada una de estas subcapas contiene microfibrillas con distintas ordenaciones que dan
lugar a la apariencia laminar de la pared celular. Internamente a la pared secundaria se
encuentra el lumen, que es la porción de célula viva que contiene las sustancias
intracelulares.
La microfibrilla se puede definir como la unidad elemental del tejido fibroso vegetal
y contiene la mayor parte de la celulosa que constituye las distintas capas y subcapas de la
pared celular (la proporción más elevada del total de celulosa se encuentra localizada en la
subcapa S2 de la pared secundaria). La sección de una microfibrilla es de unos 120k por
término medio y su longitud ilimitada. Estas microfibrillas están a su vez constituidas por
fibrillas elementales que se unen lateralmente para dar lugar a la estructura superior. Los
otros componentes de la fibra, hemicelulosas y lignina, están localizados entre las microfibrí-
lías. La lignina se encuentra también en la lámina intermedia que es la capa que rodea la
célula vegetal, así como en los espacios situados entre las fibras. En la figura 7 se muestra
la distribución de los componentes químicos de una pared celular típica.
Con respecto a la estructura última de las cadenas celulósicas que constituyen las
microfibrillas. la difracción de rayos X y otras técnicas muestran que estas son parcialmente
cristalinas y parcialmente amorfas. Se considera que por término medio la celulosa natural
contiene 15% de zonas amorfas y 85% de zonas cristalinas (figura 8). Aunque se han
sugerido modelos de ordenamientos moleculares para explicar la estructura cristalina de la
celulosa, ésta no está todavía clara (Chang, 1971>.
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L.M.PM.
Figura 6. Esquema de la arquitectura de la pared celular característica de
las fibras vegetales.
L.M. (lámina media), L.M.C. (lámina media central), P.M. (pared






















Figura 7. Distribución aproximada de los constituyeiites quimicos en las
distintas capas de la pared celular.













1.2. PROCESOS DE TRANSFORMACION DE LOS MATERIALES
LIGNOCELULOSICOS.
La celulosa y los materiales lignocelulósicos en general, han sido profusamente utili-
zados a lo largo de la historia de la humanidad en diferentes actividades y con finalidades
diversas tales como combustible o materia prima de industrias de construcción, papeleras o
textiles. A estas aplicaciones tradicionales, se añade hoy día un gran interés por el estudio
de estos materiales como fuente de productos químicos y energía que podrían en su momen-
to sustituir, en buena medida a los de origen fósil no renovable (Alíen y Sjéstrém. 1985).
Los procesos de transformación de los materiales lignocelulósicos pueden tener una
finalidad eminentemente energética, como es el caso de los procesos termoquimicos de
gasificación, pirólísis o combustión directa, o bien tener por objeto la obtención de materia-
les transformados o productos químicos que pueden ser o no utilizados como fuente de
energía. En este último grupo se encontrarían las vías quimícas, bioquímicas o biológicas de
transformación.
Los procesos termoquimicos agrupan los tradicionales de combustión directa así
como los procesos de gasificación y pirólisis que requieren para su desarrollo la puesta a
punto de tecnología más complicada. La combustión directa había quedado relegada, en la
sociedad industrial moderna, a zonas rurales y paises poco desarrollados, pero en la actuali-
dad ha empezado a introducirse en algunas industrias de EEUU y Europa en sistemas de
cogeneración con producción simultánea de vapor y electricidad, hornos de secado, calefac-
ción de viviendas, etc. En el caso de gasificación o pirólisis, el objetivo es la obtención de
combustibles líquidos, sólidos o gaseosos cuyas densidades caloríficas son bastante más
elevadas que la de los materiales lignocelulósicos de partida, con lo cual se facilita el
transporte y por tanto su utilización energética en puntos alejados de los núcleos en los que
dichos materiales se generan.
Los otros esquemas de transformación de la biomasa lignocelulósica pueden preten-
der la modificación de la estructura y propiedades de dicho material o su descomposición
total o parcial en las unidades que lo constituyen, fundamentalmente, glucosa o pentosas
para su utilización con fines diversos. En el primer grupo, están los procesos de fermenta-
ción en estado sólido cuyo objetivo es el desarrollo de determinadas poblaciones microbianas
sobre los sustratos lignocelulósicos, con lo cual se produce una digestión parcial de estos
sustratos y un aumento de su contenido en nitrógeno. Dependiendo del tipo de sustrato. de
las especies microbianas y de las condiciones de cultivo elegidas, se puede conseguir un
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producto final enriquecido y de mayor digestibilidad, apropiado para la alimentación animal,
como en el caso de residuos lignocelulósicos tratados con especies de hongos celulolítícos del
género Ckaetomiwn o Trichoderma, o bien, un producto de características agrobiológicas
adecuadas para ser empleado como fertilizante o enmienda orgánica, denominado genérica-
mente compost.
La otra posibilidad de transformación de materiales lignocelulósicos es la de hidroli-
zar por vía química o enzimática las fracciones celulósica y hemicelulósica para obtener los
azúcares, fundamentalmente glucosa y algunas pentosas, que los constituyen. Estos azúca-
res pueden ser utilizados como tal o bien sometidos a procesos posteriores de transforma-
ción química o biológica. En el caso de hidrólisis química, se emplean ácidos como 1-ICI,
H2S04 o MF a altas concentraciones o bajas concentraciones y altas temperaturas y diver-
sos procesos operativos, tales como percoladores, reactores de mezcla completa, reactores
de flujo pistón, etc., desarrollados como resultado de diversos estudios (Thompson y
Grethelein, 1979; Wright y D’Agincourt. 1984; Wright y Wyman, 1987; Bergeron y
Werdene, 1989; Calo y 1-badil, 1989; Wyman, 1989>. Además de algunas plantas de demos-
tración en Japón se sabe que existen unas 40 plantas industriales en la Unión Soviética. Los
principales inconvenientes de este proceso de transformación radican en la heterogeneidad
del hidrolizado obtenido debida a la hidrólisis inespecifica de las distintas tracciones del
material, así como a la aparición, en mayor o menor proporción, de productos de degrada-
ción de azúcares que se generan durante el proceso. Por otra parte, la necesidad de utilizar
materiales resistentes a la corrosión y de recuperar los ácidos utilizados encarecen en gran
medida los costes de inversión y operacion.
La hidrólisis enzimática de la celulosa consiste en la utilización de las enzimas
celulolíticas, producidas por algunos hongos y bacterias, para obtener una solución de gluco-
sa a partir de dicho sustrato que es originalmente insoluble. A diferencia de la hidrólisis
química, la enzimática proporciona un hidrolizado homogéneo debido a la alta especificidad
de las enzimas. Sin embargo, y por causa de la propia estructura de la celulosa y de la
barrera que supone la fracción de lignina, los rendimentos de este tipo de procesos suelen
ser bajos. Puesto que la hidrólisis enzimática de determinados materiales lignocelulósicos es
el objetivo primordial de este trabajo, se discuten más adelante todos los problemas que se
plantean en esta vía de trasformación y las soluciones que se han ido aportando para su
puesta a punto.
Los azúcares obtenidos en un proceso de hidrólisis, ácida o enzimática, pueden ser
utilizados como tales o sometidos a transformaciones posteriores. Estas transformaciones.
incluyen fermentaciones diversas cuyos objetivos pueden ser la obtención de productos tales
como etanol, butanol. acetona, ácido cítrico, etc, o bien la producción de biomasa unicelular
(denominada genéricamente proteína unicelular o SCP) que puede ser utilizada con fines de
alimentación animal y humana (Linko, 1977 ; Bisaría y Ohose, 1981; Chang y col., 1981
Enari, 1983>. Como es evidente, los productos orgánicos antes mencionados pueden ser a su
vez materia prima para la industria química de transformación con lo cual la biomasa se
convierte, así, en fuente de un amplio espectro de productos químicos.
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Para finalizar hay que añadir que cualquier proceso que pretenda el aprovechamiento
de materiales lignocelulósicos debería contemplar, por razones evidentes, la utilización no
sólo de la fracción celulósica sino también de hemicelulosas y ligninas. Estas fracciones
además del alto porcentaje en que entran a formar parte de dichos materiales, constituyen
por su composición una fuente interesante de productos químicos. En el caso de la lignina
aparte de servir como combustible~ que puede abortar una parte de las necesidades energé-
ticas del proceso, puede ser también utilizada como materia prima de diversos tratamientos
químicos destinados a la obtención de toque de lignina. metanol, vainillina, fenoles, sulfuro
de dimetilo. etc. Además, la lignina y sus derivados tienen diversas aplicaciones como
resinas de intercambio jónico, agentes dispersantes y como sustrato para fabricación de
polímeros, colorantes, detergentes, pesticidas, etc.
En la figura 9 se muestra un esquema de los diversos procesos de transformación de
materiales lignocelulósicos así como de los principales productos que se pueden obtener de
ellos. Aunque muchos de ellos no se desarrollan a escala industrial en la actualidad, el gran
abanico de posibilidades que ofrecen estos materiales hace posible que en un futuro próximo
















































































1.3. TRANSFORMAC~ON DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS POR
ENZIMATICA.
La biodegradación de la celulosa constituye una etapa esencial en el ciclo del carbono
mediante la cual se mantiene el balance de este elemento en la bioesfera. El grupo de
enzimas, responsable último de este proceso se denomina genéricamente “celulasas” y
corresponde en realidad a una mezcla de distintas actividades enzimáticas cuya acción
conjunta produce finalmente la degradación de la celulosa nativa.
Las celulasas son producidas por plantas superiores, algunos invertebrados y funda-
mentalmente por microorganismos como bacterias y hongos. Las plantas superiores produ-
cen celulasas como agentes morfogénicos con objeto de debilitar las paredes celulares ricas
en celulosa en las etapas de crecimiento, diferenciación o abscisión. También son producidas
por algunos patógenos de plantas para facilitar la penetración en la misma y la invasión
posterior de los tejidos. En el caso de microorganismos se producen celulasas como agentes
digestivos que permiten la utilización de la celulosa como fuente de carbono para su propio
desarrollo. Lás celulasas de microorganismos y concretamente las de origen fúngico han
sido las más ampliamente estudiados por la capacidad de éstos de producirlas en grandes
cantidades y de forma extracelular. lo que facilita su separación en los medios de cultivo.
El estudio de las celulasas y de los organismos que las producen se potencié extraor-
dinariamente a partir de los años 60, cuando empezó a considerarse como una opción
interesante la utilización de la celulosa, para su transformación en productos valiosos desde
el punto de vista energético o químico. Aunque la transformación de la celulosa por vía
química (hidrólisis ácida> había sido estudiada con mucha anterioridad e incluso empleada a
nivel industrial, en distintos paises, la posibilidad de hidrolizar la celulosa con unos agentes
mucho más selectivos y unas condiciones de operación mucho más suaves, animó la investi-
gación del proceso de hidrólisis enzimática en la que fueron pioneros los trabajos realizados
en los laboratorios del éjercito americano en NATICK y que posteriormente, se extendió a
otros muchos laboratorios en otras partes del mundo.
Para situar el estado de desarrollo de este tipo de procesos, las posibilidades que
ofrecen y los problemas que quedan aún por resolver, a continuación se incluye un breve
repaso de cada una de las etapas que constituyen un proceso completo de hidrólisis enzimá-
tica, a saber: producción de enzimas, pretratamiento del sustrato a hidrolizar y fase de
hidrólisis propiamente dicha.
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1.3.1. Producción de celulasas.
1.3.1.1. Características del complejo celulolítico.
1.3.1.1.1. Composición.
El complejo celulolítico, conjunto de enzimas capaces de hidrolizar la celulosa, está
formado por distintos componentes que actúan sinérgicamente. Hoy está aceptado que este
sistema enzimático tiene tres tipos diferentes de actividad cuya denominación y mecanismo
de acción son los siguientes:
1. Endo-0-glucanasas:
011 ,4)-glucanglucanohidrolasa (EC 3.2.1.4.)
2. Exo-0-glucanasas:
a> ~-< 1,4 >-glucancelobiohidrolasa <CBH> (EC 3.2.1.91> (celobiohidrolasa>.
b> ~-( 1 .4>-glucanglucohidrolasa (GGH> (EC. 3.2.1.74.) (glucohidrolasa>
3. ~-glucosidasa (EC. 32.1.21>
La endoenzima actúa al azar en el interior del polímero hidrolizando enlaces 0<1-44>
y generando nuevos finales de cadena no reductores. Puede actuar sobre celodextrinas y
derivados sustituidos como carboximetilcelulosa <CMC) e hidroxietilcelulosa <1-LEe), así
como sobre celulosa amorfa, pero no actúa ni sobre celulosa cristalina ni sobre celobiosa.
Supone aproximadamente un 20% del total de proteínas del complejo. La actividad de esta
enzima se ensaya con celulosa soluble y se determina por el incremento de azúcares reduc-
tores o por la disminución de la viscosidad del medio de reacción.
La celobiohidrolasa actúa sobre los extremos no reductores de la cadena generados
por la endoglucanasa liberando moléculas de celobiosa. Esta enzima tiene actividad sobre
celulosa cristalina y amorfa y sobre celodextrinas, pero no actúa sobre derivados sustituidos
ni sobre celobiosa. Entre el 50% y el 80% del sistema celulolítico, lo constituye esta enzima.
Su actividad se determina por incubación con celulosa cristalina. La otra exoglucanasa. la
glucohidrolasa, se encuentra en poca proporción y actúa sobre los extremos no reductores
liberando unidades de glucosa. Tiene actividad frente a celulosa amorfa, ce!ooligosacáridos y
CMC.
La 0-glucosidasa hidroliza celobiosa y oligosacáridos de pequeño tamaño y es absolu-
tamente necesaria para evitar la fuerte inhibición que sobre la endoglucanasa y exoglucana-
sa produciria la celobiosa si se acumulara en el medio de reacción. Su actividad se determina
sobre celobiosa y 4-nitrofenil-0-D-glucopiranósido, cuantificando la glucosa o el 4-nitrofenol
liberados, respectivamente, en el medio de reaccion.
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Las propiedades de los distintos componentes de un complejo enzimático varían en
gran medida según el origen del mismo, las condiciones de cultivo de los microorganismos
productores e incluso la manipulación de los medios. La separación y la purificación de las
distintas fracciones enzimáticas por técnicas tales como ultrafiltración, cromatografía. elee-
troforesis, etc., revelan la existencia dentro de dicho grupo de diversos isoenzimas cuyo
número depende no sólo del proceso de producción utilizado sino también de los esquemas
seguidos para la separación de dichas fracciones.
La mayor parte de los estudios relizados muestran que las endoglucanasas y exoglu-
canasas son glucoproteinas con un contenido en hidratos de carbono que puede alcanzar
incluso el 33% del peso molecular total. Algunos autores también han encontrado una
pequeña proporción de carbohidratos en la composición de la 0-glucosidasa. Sin embargo, la
caracterización exacta de las distintas fracciones no es sencilla tal y como lo demuestran las
diferencias encontradas en los valores de composición de aminoácidos, contenido en carbohi-
dratos, Pn-¡, punto isoeléctrico. etc. Estos resultados, obtenidos por distintos grupos de
investIgación para distintos microorganismos celuloliticos, algunos de los cuales se recogen
en las tablas IV, y y VI, ponen de manifiesto la variabilidad del complejo enzimático









Trichoderina CMII 60.000 3,9 (-4-)
reesei CMIII 60.000 5,6 (+)
Trichoderma CBHI 62.000 3,8 33
koningii CEBIl 62.000 3,95 9
Phanerochaete CBH 48.600 4,3 0
chrysosporium
+) Presencia de carbohidratos, pero no se dan datos.











reesel 47.700 5,74 0
Trichoderma 35.000 (-) 0,01
reesei 130.000 (—> (—)
Trichoderma 39.800 5,53 0
koningii 39.800 5,83 1—2
Phanerochaete 165.000—172.000 (-) (-O
chrysosporiun¡ 175.000—182.000 (—) (--)
Aspergillus 218.000 4,3 10
oryzae
Aspergillus niger 150.000 (-) 0,03
(—) no se dan datos del posible contenido en carbohidratos.








Trichoderina 1 20.000 7,5 (-0
reesei II 40.000 4,6 0
Trichoderma El 13.000 4,72 (—)
koningii EBa 48.000 4,32 (—0
E3b 48.000 4,32 (—)
E4 31.000 5,09 (—)
Phanerachaete Ti 32.300 5,32 10,5
chrysosporium T2a 36.700 4,72 0
lib 28.300 4,40 7,8
T3a 37.500 4,65 4,7
T3b 37.000 4,20 2,2
(—) No se dan datos del posible contenido de carbohidratos.
TABLA VI: Endoglucanasas de hongos. (Enari, 1983).
1.3.1.1.2. Modo de acción de las celulasas.
Los primeros postulados acerca de la naturaleza del mecanismo de hidrólisis enzímá-
tica fueron enunciados por Reese y col. <1950> basados en el hecho de que algunos organis-
mos podían hidrolizar celulosa nativa mientras que otros, sólo hidrolizaban derivados
solubles. Se pensó que era un proceso en dos etapas. En la primera de ellas, un componente
enzimático, al que se denominó Cl iniciaría la hidrólisis enzimática por activación de las
cadenas de celulosa, y en la segunda, actuaría un componente Cx que sería el responsable de
la despolimerización y formación de oligosacáridos solubles.
De acuerdo con esta hipótesis, los microorganismos capaces de crecer en celulosa
nativa cristalina formarían enzimas de tipo Cl y Cx, mientras que los microorganismos que
degradaban solamente celulosas modificadas o sustituidas tales como CMC carecerian de la
primera de ellas. El mecanismo propuesto por Reese y col. <1950> era el siguiente:
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Cl Cx Wolucosidasa
CELULOSA -* CELULOSA REACTIVA 4 CELOBIOSA 4 GLUCOSA
Los trabajos realizados posteriormente demostraron que la actividad Cl estaba de-
terminada por una 0-1-4-glucancelobiohidrolasa, que actuaba precisamente sobre las cade-
nas generadas por la acción del componente Cx, al contrario de lo que se había planteado en
un principio.
El concepto que se acepta actualmente sobre la acción de celulasas es que tanto las
endoglucanasas como las exoglucanasas actúan sinérgicamente sobre celulosa. Las primeras
rompen enlaces en las regiones amorfas, formando extremos no reductores sobre los que
actúan las exoglucanasas liberando celobiosa y oligosacáridos de bajo Pm que son transfor-
mados en glucosa por la ~-glucosidasa. Un esquema del mecanismo de acción se presenta en
la figura LO (Montenecourt y Eveleigh, 19791. De esta forma, la endoglucanasa produce
puntos de ataque para la celobiohidrolasa y ésta a su vez deja al descubierto nuevas cadenas
de glucano sobre cuyas regiones amorfas vuelven a actuar las endoglucanasas. El papel de la
0-glucosidasa es clave al hacer desaparecer la celobiosa del medio que, de acumularse,
inhibiría la actuación de las otras enzimas. El mecanismo global de acción del complejo
enzimático se sigue estudiando actualmente y han aparecido nuevas hipótesis como la de
Eriksson (1979> que se comentará en apartados posteriores, que parece involucrar un nuevo
factor, posiblemente una enzima oxidativa. que sería responsable del comienzo de la hidróli-
sis de la celulosa.
1.3.1.1.3. Sinergismo entre los componentes del complejo
enzimático.
El sinergismo que muestran los distintos componentes del complejo enzimátíco en
su modo de acción y que ya se ha mencionado en el apartado anterior, es de dos tipos. En
primer lugar. está el sinergismo entre endoglucanasas y exoglucanasas, una de cuyas prue-
bas más evidentes fue aportada por Eriksson y Pettersson (1975> que demostraron el
aumento de degradación de celulosa cristalina y algodón por exo-1-4-frglucanasa cuando
habían sido tratados previamente con endo-I-4-0-glucanasa. La observación de que sobre
ciertas celulosas, como la celulosa tratada con ácido fosfórico, no se detecta este tipo de
fenómeno puede explicarse por el hecho de que la despolimerización provocada por dicho
tratamiento ácido genera suficientes sitios activos como para que las exoglucanasas no







CEI.OU 10111 I>ltOl.ASA <Cliii: <3 1
1~




—o i.ii~:o~ 1 I)AI A





O L U003 A
—28—
La cooperación entre endoglucanasas y exoglucanasas también se ha estudiado en
experimentos cruzados en los que se ha evaluado la actividad enzimática de mezclas de los
des tipos de enzimas procedentes de microorganismos distintos en cada caso (Woodward,
1991). La adición de exoglucanasas a filtrados de endoglucanasas produce un aumento de la
actividad celulolítica excepto cuando dichos filtrados proceden de organismos que, como
MyroMeciuzn verracúria, no producen exoglucanasas. La ausencia de sinergismo en este
caso se ha interpretrado como una prueba a favor de la hipótesis de que las exoglucanasas
aunque incrementan la degradación de la celulosa significativamente no son esenciales para
ella. Sin embargo, la comparación entre los sistemas celulolíticos de estos dos tipos de
hongos <los productores de exo y endoglucanasas y los que sólo producen estas últimas>,
debe hacerse con limitaciones puesto que hay evidencias de la existencia de una etapa
oxidativa, como iniciadora de la hidrólisis de celulosa, en hongos no productores de exoglu-
canasas <Finch y Roberts, 1985>.
El otro sinergismo al que se hacía referencia es el existente entre las enzimas
celulolíticas propiamente dichas (exo y endoglucanasas> y las enzimas responsables de la
degradación de la celobiosa que tiene un efecto fuertemente inhibidor sobre las primeras.
Estas enzimas incluyen la Wglucosidasa que hidroliza la celobiosa a glucosa y los oligómeros
cortos, así como las enzimas oxidativas que transforman la celobiosa en ácido celobiónico.
que a su vez puede ser hidrolizado por la g-glucosidasa a glucosa y gluconolactona.
La contribución de las enzimas oxidativas, de las que carecen muchos hongos celulo-
líticos y que parecen intervenir asimismo en el proceso de degradación de lignina, al siner-
gismo del complejo de celulasas es todavia poco conocida. Con respecto a la frglucosidasa su
efecto sinérgico es difícil de evaluar por el hecho de que tanto la glucosa como la gluconolac-
tona, derivadas de las tranformaciones de la celobiosa. son poderosos inhibidores para esta
enzma. Hay una serie de factores que influyen, sin duda, en la contribución de esta enzima
al sinergismo del sistema:
1. Alta velocidad máxima en comparación con las de exo y endoglucanasas.
2. Inhibición por glucosa de magnitud similar a las que experimentan exo y
endoglucanasas por este mismo producto y muy inferior a la inhibición de
dichas enzimas por celobiosa.
3. La reacción catalizada por dicha enzima no parece ser reversible en una tasa
significativa.
1.3.1.1.4. Modelos cinéticos.
Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de encontrar modelos cinéticos
que se ajusten al proceso de hidrólisis enzimática de la celulosa. Sin embargo, la complejidad
del sistema celulolítico, la propia naturaleza del sustrato, el modo de acción al azar de las
endoglucanasas y la existencia de inhibición por productos finales hacen que la aproxima-
ción a modelos cinéticos satisfactorios sea bastante difícil.
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Algunos autores han descrito modelos sencillos en los que se consideran sustratos
solubles sobre los que se estudian individualmente los enzimas del complejo (Howell y
Stuck, 1975; Ladisch y col., 1981; Fujii y Shimizu, 1986>. Estos modelos aunque son de
indudable valor, se apartan mucho de la realidad del proceso de hidrólisis en el que hay que
tener en cuenta como factores esenciales la insolubilidad y la relativa inaccesibilidad del
sustrato.
Moo-Young y col. han trabajado con modelos cinéticos mucho más complejos en los
que se ha considerado la acción de los tres principales componentes del complejo <exo y endo
glucanasas y 0-glucosidasa> así como la inhibición por glucosa de todos ellos y por celobiosa
y oligosacáridos de las dos primeros (Okazaki y Moo-Young, 1978; Fan y Lee, 1983>. Estos
modelos predicen que el sinergismo de exo y endoenzimas depende de la inhibición por
producto, del grado de polimerización y tipo de celulosa, de la concentración de enzima para
una relación endo-exo constante y del valor de dicha relación. Asumen, sin embargo, estos
autores la independencia entre constantes de Michaelis, y longitud de las cadenas celulósi-
cas, hipótesis, por otro lado cuestionada por autores como Hsu y col. (1980>, Wood y
McGrae 11972) que han encontrado una relación directa entre dichas constantes y la longi-
tud de las cadenas.
El desarrollo de modelos cinéticos para la hidrólisis de la celulosa implica tener en
cuenta los aspectos siguientes:
a) la naturaleza de la enzima utilizada, que determina la actividad de cada componente de la
misma.
b> la estructura física del sustrato, como indice de cristalinidad, área superficial asequible.
etc.
c> la interacción entre la enzima y el sustrato, que incluye todos los aspectos derivados del
proceso: transferencia de materia externa, difusión interna, adsorción y reacción.
Aunque complejos en sus formulaciones matemáticas, por el gran número de pará-
metros que se deben manejar para integrar los distintos hechos comprobados experimental.
mente, en esencia, la mayoría de los modelos apoyan la idea de que la celulosa altamente
cristalina es degradada por la acción cooperativa de endo y exoglucanasas y que la función
del resto de los componentes del sistema celulolítico es controlar el nivel de productos de
inhibición <Ryu y col.. 1984; Camina> y col., 1985: Gusakov y col., 1985a, lSSfib. 1987:
Beidman y col., 1988; González y col., 1989>.
1.3.1.2. Microorganismos productores de celulasas
Los microorganismos capaces de crecer sobre celulosa como fuente hidrocarbonada
y. por lo tanto, productores del complejo celulolítíco necesario para hidrolizar dicho sustrato,
se encuentran distribuidos en dos grupos fundamentales: bacterias y hongos. Las enzimas
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producidas por estos microorganismos son, en su mayor parte, extracelulares ya que tienen
que actuar sobre un sustrato macromolecular insoluble, incapaz de penetrar en el interior de
las células.
No todos los hongos y bacterias celulolíticos estudiados han resultado interesantes
para la obtención de sus enzimas, ya que algunos de ellos las producen en poca cantidad o
con actividad insuficiente como para producir una degradación “in vitro” de celulosa a
compuestos solubles que es la finalidad de un proceso de hidrólisis enzimática. También hay
organismos que, por carecer de alguna de las enzimas del complejo celulolítico, no son
capaces de digerir celulosa nativa pero si celulosas parcialmente degradadas o derivados
solubles. Estos microorganismos pueden tener interés para la síntesis de algunas enzimas
especificas. En la tabla VII se recoge una relación de los microorganismos celulolíticos más
estudiados.
1.3.1.2.1. Hongos celulolíticos.
De la gran variedad de hongos celulolíticos existentes en la naturaleza sólo unas
cuantas especies han sido utilizadas por su capacidad de producción de enzimas celulolíticas.
entre ellos: Trichoderma reesel, 7’. koningii. 7’. lignorum, Spororrichum pnlvurulentzmnt,
Penicillíuni (un ículosum. ~4spergt/1us weentíí, Eusaríum so/ant, .A’fyrot/¡ecíunz verrucarza.
De todos ellos, el que ha tenido un papel más destacado en los estudios de transformación
de materiales lignocelulósicos, por su eficiencia para producir un sistema celulolítico comple-
to, ha sido 7’.lon.gibrachiatum < T.reesci> aislado al final de los años 40 en los laboratorios
del ejército norteamericano en Nactik. A partir de esta cepa salvaje, se han conseguido
mutantes híperproductores de celulasas que poseen además, en muchos casos, una alta
actividad xílanásica. Algunas de las características más destacadas de estas cepas biperpro-
ductoras se discuten más adelante. Con respecto a la ~-glucosidasa, los mejores productores
de esta enzima se han encontrado, sin embargo, entre especies del género Aspergillus
<A.niger, A.phoen ¡cus y A.wentii.) (Sternberg y col., 1977; Enari y col., 1981).
1.3.1.2.2. Bacterias.
Las especies bacterianas capaces de sintetizar enzimas celulolíticas se encuentran
tanto entre actinomicetos como entre bacterias verdaderas <Gram + y Gram -1. Algunas son
aerobias tales como los actinomicetos o el género Pseudomonas, otras son anaerobios facul-
tativos como Bacíllus o CelIu(omonas o, anaerobios estrictos tales como Cfostridium y
Baetero¡des.
Algunas bacterias producen cantidades importantes de enzimas extracelulares, mien-
tras que otras, aunque no las excretan crecen activamente sobre materiales celulósicos como
es el caso de Ce/lulomonas que, parece producir celulasas ligadas a la membrana celular.
Entre los grupos bacterianos productores de enzimas celuloliticas extracelulares. destaca el
género CJostridinin, de gran interés por su capacidad metabólica de transformar celulosa
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TABLA VII. Microorganismos productores de celulasas.
(Kosaric et al.,1983).
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directamente en productos tales como etanol, ácido acético, acetona, butanol, etc. Sobre este
género, se han centrado gran parte de los estudios de bacterias celulolíticas con el objetivo
de mejorar sus rendimientos de transformación, que son bajos, debido a su limitada baja
tolerancia a etanol y a la heterogeneidad de productos que se originan como consecuencia de
su metabolismo <Jhonson y col., 1982; Enari, 1983; Beguin y col., 1985).
1.3.1.2.3. Mutantes.
La búsqueda de mutantes hiperproductores de celulasas ha tenido como objetivo
encontrar nuevas cepas, no sometidas a los estrictos controles genéticos y bioquímicos, que
afectan a la síntesis y la actividad de las enzimas, entre las que se incluyen mecanismos de








Celobiohidrolasa Celobiosa Glucosa o Celulosa
Endoglucanasa Celobiosa metabolí tos Sefarosa
Celobiasa Glucosa de la glucosa Celobiosa
TABLA VIII: Mecanismo bioquímico del control de la síntesis
de celulasas en T.reesei.
A partir de la cepa salvaje de T.reesei QM6a, aislada en los laboratorios de Natick. y del
mutante QM9414, obtenido a partir de ella por tratamiento en acelerador lineal, se han ido
obteniendo distintas series de mutantes hiperproductores que se recogen en el esquema de
la figura 11. Aunque algunos de ellos, como el Rut-C-30, producen hasta 20 veces más
proteínas extracelulares que las cepas originales, se siguen buscando organismos más efi-
cientes con objeto de abaratar la fase de obtención de enzimas, que constituye. en términos
económicos, alrededor del 60% del coste global de un proceso de hidrólisis enzimática
(Nevalainen y col.. 1980; Bisaria y Ohose, 1981; Bailey y Nevalainen. 1981; Labudová y col..
1981: Tangnu y col., 1981; Ghosh, T.K. y col., 1982: Mandels, 1982; Mishra y col., 1982;
Enari, 1983: Montenecourt, 1983). En la tabla IX se comparan las actividades producidas
por distintos microorganismos celulolíticos y mutantes obtenidos a partir de ellos.
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Figura llt Genealogía de los mutantes hiperproductores de celulasas.
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Pestalotiopsis 2,93 50 — 0,15
westerdijkii 0M38
Penicillium 11,58 81 — 0,77
iriensis QM 9624
Trichoderma 18,91 59 0,3 0,55
reesei 014 6a
T.reesei QM 9123 29,26 96 — 1,68
Sclerotium 200 11 1,4
rolfsii CXC 142
S.rolfsii UV—8 190 18 2,0
T.reesei QN 9414 57,0 110 0,5 9,5
flreesei MCG-77 60,8 100 0,9 10,5
T.xeesei NG—14 58,9 135 1,35 14,6
T.reesei C—30 150 0,3 14,0
TABLA IX: Actividades enzimáticas obtenidas en cultivos de
diferentes cepas de microorganismos celulolíticos.
(Kosaric et al., 1983).
ingeniería genética con el objetivo de donar genes de celulasas en organismos de rápida
división <Montenecourt. 1983; Shoemaker y col., 1983: Teeri y col., 1983; Colímer y Wilson,
1983; Wilson y Walker, 1991>. Los principales obstáculos encontrados en este caso han sido,
por un lado, la dificultad de donación directa de genes de un organismo eucariota en
bacterias y por otro, el hecho de que las celulasas producidas por Treesel son glicoproteinas
y E.coli. el microorganismo utilizado tradicionalmente en ensayos de donación, carece del
sistema bioquímico de glicosilación de proteínas. No obstante existe tanto interés por la
genética que en la actualidad hay muchos grupos de investigación trabajando en este tema.
Recientemente se ha conocido la estructura del centro activo de la celobiohidrolasa II. Esta
enzima está formada por 477 aminoácidos y su centro activo está situado entre el aminoá-
cido 175 y el 184, lo que aumenta la posibilidad de disminuir el tamaño de la enzima al
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permitir eliminar los aminoácidos no esenciales para la actividad aumentando, de esta
forma, la penetración de la enzima en la compleja estructura de la celulosa (Genencor,
1989>. Mediante el empleo de avanzadas técnicas de ingeniería genética, parece confirmarse
la posibilidad de expresión de dichos genes en levaduras, lo cual, supondría la ventaja
adicional de poder reunir en un mismo microorganismo, la facultad de hidrolizar celulosa a
glucosa y de fermentar la glucosa hasta etanol <Van Arsdell y col., 1987; Love y Streiff,
1987 ; Honda y col., 1987>. La actividad en este área de investigación ha sido tan grande en
los últimos diez años que en 1989 existen más de 30 diferentes genes de celulasas aislados
<Glick y Pasternak, 1989>. Se esperan grandes avances en los próximos años.
En la actualidad, las enzimas utilizadas en los procesos de hidrólisis enzimática son
obtenidas de cultivos en estado sólido o sumergidos de mutantes de T.reesei (Esterbauer y
col., 1991>. Algunas de ellas se producen a escala industrial y se encuentran en el mercado
mientras que otras son producidas específicamente para los procesos en que son utilizadas.
1.3.1.3. Inductores y sustratos.
Aunque la naturaleza del inductor real de la síntesis del complejo celulolitico no se
conoce con exactitud, se sabe que tanto la celulosa como la celobiosa y la lactosa actúan
como inductores naturales eficaces de la misma. En el caso de la celulosa, puesto que ésta
es insoluble, cabría pensar que el verdadero inductor debería ser algún compuesto soluble,
derivado de su metabolismo. Además de la glucosa, la celobiosa es el producto principal
formado en la degradación de la celulosa. La glucosa y otras fuentes de carbono fácilmente
metabolizables. actúan como represores de la síntesis de endoglucanasas y celobiohidrolasas
hasta tal punto que, en el caso de T.reesei, aunque éste crece muy bien en medios glucosa-
dos, no sintetiza enzimas celulolíticos, hasta que no ha desaparecido completamente la
glucosa de los mismos. La celobiosa, sin embargo, se ha mostrado en diversas experimentos
realizados como un eficaz inductor de la síntesis de celulasas. Utilizando celobiosa como
inductor y única fuente de carbono, se han conseguido producciones de enzimas tan altas
como las obtenidas con celulosa <Enari, 1983>, siempre que la concentración de celobiosa en
el medio se mantenga baja. Para algunos hongos como T.reesei, se ha demostrado la exis-
tencia de una síntesis basal de celulasas independiente de la fuente de carbono que sería
responsable de una degradación preliminar de celulosa a celobiosa que actuaría como induc-
tor del complejo.
La lactosa, aunque no se conoce su mecanismo de inducción, se sabe que actúa corno
un inductor de la síntesis del complejo celulolítico a bajas concentraciones <Gong y Tsao.
1979>. A diferencia de lo que ocurre en el caso de la celobiosa, parece que altas concentracio-
nes de este disacárido no inhiben el proceso de síntesis. Algunos mutantes de T.reesei son
capaces de sintetizar activamente celulasas cuando crecen sobre lactosa como inductor y
única fuente de carbono <Dury y col., 1984>. En este caso, la glucosa y la galactosa actúan
como catabolitos reguladores de la producción de enzimas.
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Asimismo, se ha observado el efecto inhibitorio de bajas concentraciones de sefarosa,
disacárido que se encuentra presente en algunas preparaciones industriales de glucosa que
estimulan la síntesis de enzimas celuloliticas. No se sabe con exactitud si la sefarosa es un
inductor natural en cultivos de T.reesei sobre celulosa, aunque el hecho de que este microor-
ganismo posea actividades de transglicosilación, necesarias para la síntesis de sefarosa,
apoya esta posibilidad. Al igual que en el caso de celobiosa, la inducción por sefarosa es
dependiente de la concentración, produciéndose una inhibición de la síntesis de enzimas
cuando la proporción del disacárido en el medio es elevada (Nisizawa y col., 1971; Sternberg
y Mandels, 1979; Loewenberg, 1984; Mishra y Gopalkrishnam, 1984; Kawamori y col.,
1986>.
Con respecto a la 0-glucosidasa y como ya se comentó anteriormente, esta enzima es
producida por todos los organismos celulolíticos pero también por algunos que carecen de
celobiohidrolasas. Parece ser que existe una 0-glucosidasa constitutiva, intracelular muy
resistente a represión catabólica, mientras que la frglucosidasa extracelular es reprimida
por glucosa e inducida por muchos 0-glucósidos como metil-0-D-glucósido, salicina y celobio-
sa. La celobiosa no actúa como inductor de esta enzima.
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1.3.2. Pretratamientos de los materiales lignacelulósicos.
Uno de los factores que contribuyen más decisivamente a limitar el rendimiento de
un proceso de hidrólisis enzimática de celulosa es la propia estructura de este compuesto. La
asociación de la celulosa con lignina, que constituye una auténtica barrera física a la penetra-
ción de las enzimas celulolíticas, unida a la cristalinidad de las moléculas de celulosa,
dificultan en tal grado la acción de las enzimas que se hace necesario alterar previamente
mediante tratamientos diversos las características de dicha estructura.
Hay otros factores, tales como el grado de polimerización (DP> y de sustitución de
las cadenas celulósicas, contenido en humedad y madurez de la fibra y la asociación con
otras sustancias que también modifican la susceptibilidad de un sustrato celulósico a la
acción enzimátíca. Como objetivos fundamentales de los pretratamientos de materiales
lignocelulósicos destinados a modificar sus características para favorecer el rendimiento de
la hidrólisis posterior, podrían enumerarse los siguientes:
# reducir la cristalinidad de la celulosa.
1! disociar el complejo lignina-celulosa.
# aumentar el área superficial de la fibra de celulosa.
# disminuir en la medida de lo posible la presencia de aquellas sustancias que dificulten
dicho proceso.
Un pretratarniento eficaz debería, además, reunir otras características tales como:
bajo consumo energético. bajos costes de inversión y mantenimiento, utilización de reactivos
baratos y fácilmente recuperables, y posibilidad de aplicación a diversos sustratos. Existen
numerosos pretratamientos de materiales lignocelulósicos descritos en la bibliografía espe-
cializada <Fan y col.. 1982; Gharpuray y col., 1983; Ohose y col., 1983; Puri y Mamers,
1983; Martin y col.,1985; Vallander y Eriksson, 1985> y algunos de ellos son muy eficaces
con respecto al incremento del rendimiento de hidrólisis enzimática. Sin embargo, no todos
son aplicables a escala industrial debido a los altos costes o las dificultades técnicas que
conlíenvan. En la tabla X, se relacionan distintos métodos de pretratamiento utilizados para
aumentar la digestibilidad de los materiales lignocelulósicos.
Por su naturaleza, los pretratamiento se clasifican en tres grupos generales: quími-
cos, físicos y biológicos. La evaluación de la efectividad de los mismos se hace en base al
rendimiento de hidrólisis posterior del material pretratado. en función del cual se determi-
nan experimentalmente Jas condiciones óptimas de operación en cada caso. A continuación.













































Los pretratamientos físicos se suelen dividir en dos categorías: mecánicos y no
mecánicos. En los primeros, se utilizan las fuerzas de impacto y cizalladura que conducen a
materiales de baja cristalinidad, mayor superficie especifica y densidad aparente más alta.
Como consecuencia, se facilita la hidrólisis posterior, se disminuye el volumen del reactor y
se abarata el transporte de materiales. Entre estos pretratamientos cabe mencionar diferen-
tes tipos de moliendas (molino de bolas, martillos, cuchillas, rodillo> así como procesos de
molienda e hidrólisis simultánea (Furcht y Sille, 1990>. Los pretratamientos de carácter
físico no mecánico someten al residuo celulósico a la acción de agentes externos que provo-
can alteraciones diversas del material de partida. Entre estos, se encuentran los tratamien-
tos con radiación, la utilización de vapor a altas presiones y la pirólisis a temperaturas
intermedias.
Molienda y trituración.
En general, los pretratamientos por molienda <que pueden efectuarse tanto por vía
seca como por vía húmeda> tienen el inconveniente de su alto consumo energético. Aunqur
es necesario triturar el material lignocelulósico previamente hasta un cierto tamaño para
facilitar su manejo posterior, el planteamiento de una operación de molienda intensivo corno
pretratamíento principal de un sustrato se considera poco recomendable para la economía
del proceso.
Radiación de alta energía.
En cuanto al pretratamiento por irradiación, de eficiencia comprobada en algunos
casos <Kurnakura y Kaetsu, 1982; Kumakura y col., 1982; Kumakura y Kaetsu, 1983;
Kumakura y Kaetsu, 1984; Khan y col., 1986>, además de su alto coste, es técnicamente
difícil de llevar a la práctica debido a que la baja densidad de los materiales lignocelulósicos
y las altas dosis requeridas obligarían al diseño de instalaciones demasiado complejas.
Puesto que en este trabajo se estudia el efecto de la radiación gamma sobre el rendimiento
de hidrólisis enzimática se discutirán, en posteriores apartados, aspectos concretos de este
pretratamiento.
Explosión por vapor.
El pretratamiento con vapor a alta presión (steam-explosion> combina los efectos,
sobre el material lignocelulósico, de altas presiones y temperaturas junto con la descompre-
sión brusca posterior <Jusarek. 1979; Saddler y col.. 1982: Marchessault y col.. 1983; PuIs y
col.. 1983. Schultz y col., 1983>. Este pretratamiento que se basa en el proceso Mansonite,
—40--
de aplicación muy extendida en la industria papelera, también puede realizarse en presencia
de determinados agentes químicos, ácidos y bases. El resultado final es la obtención de un
producto fibroso cuya fracción celulósica es mucho más accesible al ataque enzimático. La
hemicelulosa que se despolimeriza en mayor o menor medida dependiendo de las condiciones
del pretratamiento es fácilmente recuperable por simples lavados, y la lignina, prácticamen-
te inalterada, puede ser extraída y utilizada con fines diversos.
Para la aplicación de este pretratamiento se han desarrollado algunos procesos co-
merciales en continuo y discontinuo cuyo objetivo es aumentar la digestibilidad de residuos
lignocelulósicos para su utilización como alimento de ganado o incrementar su rendimiento
en procesos de hidrólisis. Los aspectos concretos del tratamiento con vapor a altas presiones
se discutirán más adelante junto, con los resultados obtenidos en este trabajo, para el caso
concreto de su aplicación a la hidrólisis enzimática de O.uervosum.
1.3.2.2. Pretratamientos químicos.
El objetivo fundamental de estos pretratamientos es.en general, solubilizar la frac-
ción de lignina y modificar la estructura de las cadenas celulósicas de manera que sean
fácilmente atacables por las enzimas. Existen procesos de deslignificación de fibras emplea-
dos tradicionalmente en la industria papelera, que a pesar de su gran eficacia para eliminar
lignina no son de gran utilidad como pretratamiento por estar diseñados para respetar al
máximo la estructura de la celulosa. Entre los pretratamientos químicos más estudiados se
encuentran los tratamientos con álcalis, ácidos. organosolventes y agentes oxidantes.
Aún para los más eficaces pretratamientos químicos, hay que reconocer la existencia
de inconvenientes que plantean serios problemas a la hora de ponerlos en práctica a gran
escala. Entre ellos, la necesidad de disponer de equipos fabricados con materiales especiales
resistentes a la corrosión, la exigencia de efectuar lavados sucesivos del sustrato pretratado
y la producción de residuos químicos contaminantes que hay que procesar y eliminar de
alguna manera.
Los mecanismos de acción de los agentes químicos sobre el material lignocelulósico
son de varios tipos. Algunos actúan solubilizando determinadas fracciones, tal como es el
caso de los tratamientos con solventes orgánicos <etanol. butanol. etilenglicol, etc) que
extraen la fracción de lignina y que han sido fundamentalmente utilizados en los procesos de
elaboración de pulpa de papel, o la solubilización de hemicelulosa con bajas concentraciones
de ácido habitualmente empleado como fase previa a la hidrólisis ácida de celulosa. La
mayor parte de los pretratamientos químicos empleados persiguen sin embargo la ruptura
de los enlaces de hidrógeno en las regiones cristalinas de la fibra con objeto de abrir la
estructura y permitir el paso de los agentes hidroliticos. En este grupo hay que incluir la
utilización de ácidos (H2S04. H3P04>. sales (ZnCI2>, álcalis (NaOH. NH3. Ca<OH>2 etc.>.
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De todos estos pretratarnientos, uno de los que han proporcionado mejores resulta-
dos es el tratamiento con NaOH tradicionalmente empleado para aumentar la digestibilidad
de la paja para alimentación animal. El tratamiento con NH~ aunque menos efectivo que el
anterior también es interesante, sobre todo en el caso de residuos para alimento de ganado
puesto que produce un aumento del contenido en N2 orgánico del sustrato como consecuen-
cia de la formación de acetato amónico.
El resto de los pretratamientos químicos o bien producen resultados menos satisfac-
torios o son excesivamente caros por la tecnología o los reactivos que hay que emplear <por
ejemplo solventes órganicos> o incluso plantean problemas de toxicidad, como ocurre con el
cadoxen <solución alcalina de etilendiamina> que actúa como disolvente de la celulosa y que
produce un aumento del rendimiento de hidrólisis muy significativo.
Puesto que las condiciones del tratamiento y los resultados dependén en gran medi-
da del tipo de sustrato utilizado, en este trabajo se han estudiado algunos de los pretrata-
mientos químicos anteriormente mencionados con objeto de comparar el efecto de todos
ellos sobre un mismo material. Los resultados obtenidos en cada caso se recogen en el
apartado correspondiente de esta memoria.
1.3.2.3. Pretratamientos biológicos.
Estos pretratamientos consisten en someter a la biomasa lignocelulósica a la acción
de microorganismos degradadores de lignina y hemícelulosa con lo que se destruyen así las
estructuras que protegen a la celulosa y se la hace más accesible al ataque hidrolítico. Un
problema que presentan un gran número de los mencionados microorganismos es que pose-
en también actividad celulolítica, consumiendo la celulosa preferentemente a la lignina.
Son numerosos los trabajos que tratan sobre el tema de la biodegradación de la lignina <Kirk
y col.. 1986; Kadam y Drew, 1986; Sanglard y col.. 1986; Botany y col., 1987> y son
interesantes las investigaciones que en este campo se están realizando para conseguir el
denominado “biopulping”, nuevo proceso de fabricación de papel en el que la celulosa es
liberada de la lignina por medio de microorganismos ligninolíticos y no mediante procesos
químicos tradicionales.
1.3.3. Procesos de hidrólisis enzimática.
De acuerdo con el esquema general de un proceso de hidrólisis enzimática, el sustra-
to una vez sometido al pretratamiento, seleccionado de acuerdo con sus características
especificas, es hidrolizado, mediante la acción de las enzimas celuloliticas, hasta glucosa.
Las condiciones del proceso, temperatura. tiempo de hidrólisis, concentración de enzimas y
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relación sólido-líquido dependen del sustrato elegido y de las características y actividad
hidrolitica del complejo utilizado y deben por tanto ser determinadas experimentalmente
para cada caso concreto.
Estos parámetros unidos a la finalidad del proceso de hidrólisis de que se trate
determinan el modo de operación más adecuado en cada caso. Se han descrito numerosos
sistemas para llevar a cabo los procesos de hidrólisis enzimática: continuos, discontinuos,
con enzimas inmovilizadas, con reciclado de enzimas, con fermentación simultánea, biorreac-
tores de membrana, etc., cada uno de los cuales presenta ventajas e inconvenientes que se
discutirán mas adelante junto con la descripción de dichos esquemas operativos. Las dificul-
tades para realizar a gran escala estos procesos no son sólo de orden técnico sino económico,
ya que los productos resultantes deben competir, entre otros, con los derivados de la indus-
tria petroquímica cuyos precios son en la actualidad, inferiores a los que alcanzaron durante
la crisis energética y que generaron unas perspectivas para la transformación de celulosa
muy optimistas. Con el conflicto político del Golfo Pérsico, se ha vuelto a considerar la
necesidad de una mayor dedicación de recursos en la búsqueda de soluciones alternativas al
petróleo.
Los factores que influyen en mayor medida en el coste de la hidrólisis con enzimas
son la baja actividad específica de las mismas y la fuerte inhibición que experimentan por
acumulación de los productos finales, fundamentalmente celobiosa y glucosa. Es por esto.
por lo que las variaciones más importantes, diseñadas sobre el esquema básico del proceso,
han tenido como objetivo la reducción o eliminación de estos factores negativos. En esencia,
se ha tratado de recuperar y reutilizar las enzimas en operaciones sucesivas y eliminar el
efecto de los productos de hidrólisis separándolos del medio o transformándolos mediante
fermentaciones simultáneas, acopladas o empleo de cocultivos.
1.3.3.1. Recuperación e inmovilización de enzimas.
La inmovilización de enzimas, que es una técnica ampliamente utilizada en los mo-
dernos procesos biotecnológicos, presenta, en el caso concreto de las celulasas, muchos
inconvenientes debido a la insolubilidad del sustrato que dificulta enormemente la interac-
ción de éste con los enzimas inmovilizadas. A pesar de esto, se han descrito algunos trabajos
experimentales de inmovilización de celulasas con buen resultado en cuanto a retención de
la actividad y reutilización de los lechos enzimáticos <Woodward y col., 1982; Fadda y col.,
1984: Lobarzewski y Paszczynski, 1985; Wongkhalaung y col., 1985: F’ujikawa y col., 1988:
Lee y Woodward, 1983> y utilizando como soportes para la inmovilización: sefarosa, dextra-
nos activados, esferas de vidrio, etc. Esta técnica no ha pasado, sin embargo, de la etapa de
laboratorio y aunque no parece muy viable para el caso de celulasas no se descarta la
posibilidad de su utilización para trasformación de materiales lignocelulósicos sobre todo en
el caso de la 0-glucosidasa en cuyo caso no presenta la limitación de la insolubilidad del
sustrato.
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Otra forma de disminuir el gasto de enzimas sería la de recuperar éstas de los
hidrolizados mediante ultrafiltración o adsorción sobre sustratos frescos. El incoveniente de
estas técnicas es que gran parte de las enzimas utilizadas, sobre todo exo y endoglucanasas,
permanecen adsorbidas al sustrato residual con lo que el complejo recuperado va desequili-
brándose con respecto a su composición original (Peitersen, 1975; Lee y col., 1982; Ooshima
y col., 1990> complicando el diseño de un proceso de este tipo.
1.3.3.2. Separación de productas de hidrólisis.
La separación de los productos de hidrólisis tiene por objetivo, como hemos dicho
anteriormente, eliminar o reducir la inhibición que sobre la acción enzimática ejercen dichos
productos, fundamentalmente glucosa y celobiosa y, que puede en útimo termino detener el
proceso de hidrólisis.
ActuaJmente se están estudiando dtversos sistemas que permitirían retirar estos
productos a medida que se generan. Entre ellos, están los reactores de membrana de
ultrafiltración. que son reactores convencionales equipados con una membrana de poro
adecuado para que las enzimas puedan ser retenidas mientras que el hidrolizado es retirado
y sustituido por medio fresco <Obose y Kostick, 1970: Grianfreda y Greco, 1980; Alifaní y
col., 1983: Ohíson y col., 1984>. Este es. en realidad, un sistema de ultrafiltración que tiene
el inconveniente de producir medios con muy baja concentración de azúcares y por tanto un
incremento económico y energético del proceso global al tener que ser concentrados para
posteriores operaciones.
Otros sistemas que permiten el reciclado de las enzimas y la separación de los
productos de hidrólisis son los sistemas acuosos de doble fase (Tjerneld y col., 1985a: 1985b:
1991>. Las dos fases de estos sistemas se forman con polímeros solubles como dextranos y
polietilenglicol que son biocompatibles por su alto contenido en agua. Los azúcares formados
durante la etapa de hidrólisis se distribuyen en una de las fases, de donde pueden ser
separados mediante un sistema de ultrafiltración o ser fermentados directamente, mientras
que las enzimas y el sustrato se distribuyen en la otra. Según una comparación recogida en
la bibliografía (Tjerneld y col., 1985b> el grado de utilización de enzimas (expresado como
actividad enzimática, en unidades de papel de filtro consumidas por gramo de azúcares
reductores formados> es de 35 para un proceso discontinuo clásico, 9,6 para un sistema de
ultrafiltración y 16,6, para un sistema acuoso de dos fases, aunque este último permite
obtener soluciones de azúcares más concentradas <5-7%> que Las obtenidas en reactores de
ultrafiltración (1%>.
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1.3.3.3. Procesos de sacarificación y fermentación simultánea y
acoplada.
La acumulación de glucosa y otros azúcares en el medio de hidrólisis también puede
evitarse utilizando procesos de sacarificación y fermentación simultánea (SES> en los cuales
los azúcares, producidos por la acción de las celulasas sobre el material celulósico,
son,simultáneamente, transformados en etanol mediante levaduras o bacterias, fundamen-
talmente Saccharomyces o Zymomonas (Viikari y col., 1981; Ghosh y col., 1982; Asenjo y
Jew, 1983; Deshpande y col., 1983; Kosaric y col., 1983; Ohose y col., 1984; Spangler y
Emert, 1986; Wright y col., 1987; Spindler y col., 1989; Szczodrak, 1989>. Empleando
levaduras como Cándida vickerhamrni, que no sólo transforma en etanol la glucosa sino que
también es capaz de utilizar celobiosa y celodextrinas, se podría, incluso, reducir la limita-
ción del rendimiento final de transformación originado por la baja actividad que, en general,
presenta la 0-glucosidasa de la mayoría de los complejos celulolíticos (Freer y Wing, 1985>.
El principal inconveniente de este tipo de procesos radica en las diferentes condicio-
nes, sobre todo de temperatura, que requieren las dos fases que lo constituyen. Habría que
establecer soluciones de compromiso para las distintas variables de operación, así, la tempe-
ratura podría mantenerse alrededor de unos 40W, que es un valor intermedio entre la
temperatura óptima para la actuación de celulasas <40-50W) y la correspondiente a las
levaduras <30-350C>. Este problema se podría, también, solventar con la utilización de mi-
croorganismos fermentativos termotolerantes, que aportarían la ventaja, al trabajar a altas
temperaturas. de facilitar el proceso de destilación del etanol y disminuir su coste. Con el
proceso SFS se elimina, además, la necesidad de utilizar reactores separados, reduciéndose
por tanto el coste de instalación y operación (Blanco y col.. 1982>.
Entre los procesos de SFS descritos, cabe destacar el proceso de la Gulf Oil
Corporation realizado con celulasas de Trichoderma reesei QM 9414 y la levadura
Saccharomyces oerevisiae skl utilizando solka-floc BW200 (Kosaric y col., 1983>. Asimismo
Szczodrak (1988) ha estudiado el proceso de SFS utilizando celulasas de T.reesei junto con
Ktuyveroniyces fragilis sobre paja de trigo sometido a diferentes pretratamientos, consi-
guiendo productividades muy superiores a las obtenidas al realizar ambos procesos por
separado. Sin embargo el proceso de SFS más importante en la actualidad es el patrocinado
por el Departamento de Energía de EE.UU. (DOE> y realizado en el Solar Energy Research
Institute <SERI> de Colorado <Wyman, 1990>.
Este proceso SF5 está integrado en un gran proyecto de producción de etanol a
partir de cultivos energéticos <herbáceos y leñosos> cuyo objetivo es la obtención de etanol a
un precio competitivo con el de la gasolina para utilizarlo como combustible en automoción
en EE.UU.
Este proyecto comenzó en 1980 y sus objetivos principales son obtener unas mate-
rias primas muy baratas (altas productividades de los cultivos energéticos>, mejorar el
proceso de hidrólisis y fermentación <enzimas y levaduras) y aprovechar íntegramente los
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productos mayoritarios de la biomasa (hemicelulosa, celulosa y lignina>. En este proceso se
utiliza un pretratamiento con ácido sulfúrico diluido, aunque también se estudia el trata-
miento con. organosoiventes. El complejo enzimático lo obtiene la empresa Genencor del
T.reesei. pero continúan trabajando en producción de enzimas procedentes de hongos <con
fermentadores de lecho fluidizado) y de bacterias productoras de celulasas termoresistentes
(Acidotermnus cettulolyticusj.
La fermentación se realiza con la intervención del S.cerevisiae (fermenta la glucosa>
y del Brettanomyc«s clausenii que fermenta la colobiosa producida en la hidrólisis de la
celulosa, solucionando, de esta forma, los problemas de inhibición por producto final de las
enzimas endo y exoglucanasas.
El problema de la fermentación de la xilosa derivada de la fracción de hemicelulosa
lo están resolviendo en un proceso simultáneo, utilizando la enzima isomerasa inmovilizada
<cataliza la conversión de xilosa a xilulosa>. obtenida por manipulación genética del E.coli y
levaduras.
El aprovechamiento de la lignina lo están estudiando a través de procesos termoqm-
micos para la producción de metil-aril-éteres <MAE), compuestos que incrementan el octana-
jo de las gasolinas sin incrementar la presión de vapor de las mezclas.
El esquema del proceso de producción de etanol a partir de biomasa lignocelulósica
propuesto por el SERI está representado en la figura 12.
Fruto del esfuerzo realizado por el UGE en estos diez años (1980-1990> es el hecho
de que el precio del etanol estimado se ha reducido desde 3.60 $/galón en 1980 a 1,85
$/galón en 1989. Sin embargo, el objetivo del Programa es una reducción de costes hasta 0,6
$/galón <aproximadamente 20 pts/l a valor actual del $= 100 pts) basados fundamentalmen-
te en mejoras tecnológicas de las distintas etapas del proceso que incluyen en todos los
casos los avances científicos que se prevén pueden realizarse a corto y medio plazo <Wyman,
1990>.
La sacarificación y fermentación simultánea también se puede llevar a cabo utilizan-
do microorganismos con capacidad para realizar ambas funciones. En este sentido, además
de los intentos de expresar los genes de celulasas en levaduras, también se llevan a cabo
estudios genéticos con microorganismos que, aunque con bajos rendimientos, pueden trans-
formar celulosa en etanol directamente. Este es el caso de Clostridiun¿ th.ermocetlnn¡ que es
un organismo altamente celulolítico que fermenta celulosa y los productos de degradación,
fundamentalmente glucosa y celobiosa, produciendo etanol, C02 y ácidos orgánicos. El
género Moni/ja también puede utilizarse en estos procesos ya que además de celulosa puede
utilizar hemicelulosa y sustancias pécticas como fuente de carbono <Gong y col.. 1981>. La
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principal limitación de este tipo de microorganismos es que debido a la heterogeneidad de su
metabolismo producen un rendimiento bajo de transformación y en el caso de C/ostridiun¿
existe el problema adicional de la inhibición de su metabolismo por la acumulación de etanol
incluso a bajas concentraciones.
Los principales procesos que emplean microorganismos con capacidad de sacarifica-
ción y fermentación son: MIT, GE/CITA y PEN/Arkansas.
1.3.3.4. Utilización de cocultivos.
La obtención de etanol a partir de materiales celulósicos ha sido, asimismo, abordada
utilizando cocultivos de organismos con capacidad celulolítica y fermentativa, evitando de
esta forma la fase de producción y obtención de enzimas. Este tipo de procesos se ha
estudiado ampliamente con bacterias termofílicas del género Ciostridium como Cl. Mermo-
ce/muz, Cl. thermosaccharolyticumn y CI.thermohydrosulfuricum. El primero de ellos es un
organismo altamente celulolitico que fermenta la celulosa y sus productos de degradación.
fundamentalmente celobiosa y glucosa, produciendo etanol, 002 y ácidos orgánicos. Puesto
que esta bacteria es capaz de degradar hemicelulosas pero no de fermentar las pentosas
producidas, su cultivo con cualquiera de las otras dos especies aumenta significativamente el
rendimiento en etanol, ya que estas últimas son capaces de utilizar tanto las pentosas como
la glucosa y la celobiosa producidas por la primera (Gomez, 1982; Ng y Zeikus, 1982>.
También se han obtenido buenos resultados utilizando cocultivos de CI.thermocellunz con
bacterias productoras de etanol como Zymon¿onas mobilis <Kosaric y col., 1983>.
Como inconvenientes principales de los cocultivos hay que señalar la dificultad de
controlar y mantener un proceso en el que deben coexistir poblaciones microbianas diferen-
tes y cuyas exigencias pueden ser en algunos casos difíciles de hacer compatibles.
De lo anteriormente expuesto, se puede concluir que no hay un proceso de eficacia
demostrada para llevar a cabo la etapa de hidrólisis, pero sí hay diferentes opciones sobre
las que se puede trabajar en cada caso concreto (tipo de sustrato, tipo de enzima, productos
que se quieren obtener, etc>, para conseguir buenos resultados. La puesta en práctica de
estos procesos depende no sólo de la resolución de las cuestiones técnicas que se plantean
sino también de factores económicos tales como competencia de los productos obtenidos a
partir de la celulosa con los obtenidos por otras vías, precio del petróleo. y por tanto de los
productos derivados de la petroquímica, etc, que son variables y por tanto difíciles de
evaluar.
No obstante, y por los datos económicos y técnicos recogidos en la bibliografía y
parcialmente expuestos anteriormente, parece recomendable profundizar en el estudio del
proceso de SF5. así como en la determinación del pretratamiento más adecuado para la
biomasa seleccionada según los criterios expuestos. El hecho de que organismos tan impor-
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tantes como el OQE y el SERI apoyen y estudien ese proceso como medio para producir
etanol y solventar así sus problemas de obtención de combustibles líquidos, nos animó a
emprender esta tesis con la que modestamente podemos contribuir en nuestro país a obte-
ner energía (en forma de combustible líquido> y materias primas que ayuden al ahorro de
petróleo.
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2. OBJETO E INTERES DEL TEMA
2. OBJETO E INTERES DEL TEMA.
En el presente trabajo se estudia la hidrólisis enzimática de la celulosa de
Onopordunt nervosiun boiss utilizándo un complejo enzimático obtenido a partir de
Trichodernzo reesel QM9414.
La disminución de las reservas de combustibles fósiles y el aumento del precio de los
mismos ha concentrado durante los últimos años mucha atención en la investigación y
desarrollo de nuevas fuentes de energía y materias primas. La celulosa, por su abundancia
y su capacidad de ser renovada continuamente en la naturaleza, ha sido, de entre dichas
fuentes, una de las más estudiadas. Para su utilización, pueden aplicarse diversos procesos
de transformación en función de la finalidad concreta que se persiga. Entre estos procesos,
uno de los más prometedores es la hidrólisis mediante enzimas, para su conversion en
glucosa, que puede ser empleada directamente para alimentación humana y animal o como
sustrato de transformaciones para obtener SCP, combustibles o compuestos químicos
diversos.
En este contexto y teniendo en cuenta las perspectivas que presenta O. net’osum
(cardo silvestre> para su introducción en algunas zonas de España como cultivo alternativo
productor de lignocelulosa, se ha considerado el interés de realizar un estudio detallado de la
transformación por hidrólisis enzimática de la biomasa de dicha especie.
Los objetivos parciales que se han abordado en el desarrollo de este trabajo para la
consecución del objetivo final del mismo, han sido los siguientes:
1. Obtención de un complejo celulolítico a partir de Trichodermna reesez
QM94 14. Este apartado ha incluido el estudio de las condiciones de crecimien-
to del microoorganismo y de la producción de enzimas, así como la caracteri-
zación de la actividad enzimática de la preparación obtenida y de las
condiciones óptimas de hidrólisis para dicha preparación.
2. Evaluación de la efectividad de distintos pretratamientos sobre el rendi-
miento de la hidrólisis de k biomasa de O. n.eL’osun¿. Este estudio ha incluido
el seguimiento de las alteraciones experimentadas por los otros compuestos
mayoritarios de la biomasa. hemicelulosa y lignina con objeto de dar una
vision global del efecto del pretratamiento sobre dicho material, y
3. Seguimiento del proceso de hidrólisis de O. n.ervosum pretratado de acuerdo
con las condiciones óptimas seleccionadas en el apartado anterior y utilizando
el complejo enzimático producido en la primera fase del trabajo.
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3. MATERIAL Y METODOS
3. MATERiAL Y METODOS.
3.1. PRODUOCION DE CELULASAS.
3.1.1. Cepas productoras de celulasas.
El organismo ideal para la obtención de celulasas es aquél que siendo estable, produ-
ce altas concentraciones del complejo enzimático completo, con un bajo requerimiento en
nutrientes solubles, en un corto tiempo, sin ser además suceptible a ningún tipo de repre-
sión catabólica. Los que más se ajustan a este modelo ideal de productor son los mutantes
de T. iongibrachiarwn. Para el desarrollo del trabajo de investigación correspondiente a esta
memoria, se ha utilizado el mutante QM 9414. El complejo enzimático producido es comple-
to (endoglucanasas, celobiohidrolasa y ~.glucosídasa>, extracelular y con actividad suficiente
como para abordar la hidrólisis de la celulosa.
La cepa QM 9414 es lo suficientemente estable, como para permitir su manejo en
medios sólido o líquido mediante las técnicas de resiembra e inoculación habituales.
3.1.2. Cepa productora.
Para la obtención de las celulasas se utilizó la cepa QM9414 del mutante hiperpro-
ductor Trichoderma longibrachiatmn <CECT 2414). procedente de la Colección Americana
de Cultivos Tipo <ATCC> vía Colección Española.
3.1.3. Medios necesarios para el mantenimiento, caracterización, cre-
cimiento y producción.
Para desarrollar las diferentes etapas que integran el proceso de producción de
celulasas a partir de microorganismos fue necesario utilizar distintos medios sólidos o líqui-
dos para mantener las cepas, comprobar su estabilidad, o para abordar la fase de producción
masiva de enzimas. Dichos medios, son los que se describen a continuacion.
3.1.3.1. Medias sólidos de crecimiento.
La preparación de un inóculo destinado a producción de enzimas utilizando estos
mutantes, requiere disponer de suspensiones de esporas procedentes de cultivos jóvenes,
<7-14 días> sobre medios sólidos. Para el crecimiento y conservación de las mismas se han
utilizado los medios comerciales convencionales de agar-patata o de agar-malta. Cuando se
observó un mal crecimiento sobre medios sintéticos, se pasó a utilizar sustratos naturales
como patata cocida. En el anexo 1 se encuentra recogido la composición de dicho medio.
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3.1.3.2. Medios líquidos para la preparación de ináculo y para la producción en
fermentador.
Para la preparación de inóculos y medios nutritivos de crecimiento en matraz y
fermentador se utilizó un medio líquido salino, fuertemente tamponado, al que se añadió el
sustrato hidrocarbonado que actuaría como inductor en la síntesis de celulasas. La composi-
ción del medio fue variable según la concentración de sustrato. En el anexo 1 se muestra la
composición de los diferentes medios empleados.
3.1.3.3. Preparación del mácula.
Para la preparación del inóculo se partió de una suspensión de esporas obtenidas a
partir de cultivos en medio sólido de 7-14 días de edad. Las suspensiones de esporas
contenian 2,5-3,0 106 esporas/mí, añadiéndose 1 ml de la suspensión por cada 100 ml de
medio salino del inóculo.
El pH inicial del inóculo se ajustó a 5,5-6. Se mantuvo a 28W y una agitación que
garantizaba una buena oxigenación del medio, sin alterar el micelio ni los agregados de
micelo-celulosa que se producen.
3.1.4. Condiciones tísico-químicas necesarias para la puesta en mar-
cha de la producción en fermentador.
El inóculo bien crecido se añadió al medio de producción del fermentador. que conte-
nía como única fuente hidrocarbonada celulosa. El fermentador utilizado para la producción
de celulasas fue un fermentador Biotec de 2-9 litros de capacidad. en el que se pueden
prefijar las condiciones de temperatura <28-30W) y agitación <200 rpmi. El pl-! del medio del
fermentador se ajusté entre 5-5,5 prefijándose el nivel mínimo de pH a alcanzar en 3.5. La
adición de base o ácido <NH4OH 2N o ácido fosfórico 0.5N) era automática, mediante bomba
peristáltica y en las cantidades requeridas por la marcha del proceso. La temperatura se fijó
durante el proceso en 28-30W. La adición de antiespumante. también automática, estaba
controlada por una sonda de contacto. Un problema que se planteó frecuentemente fue la
formación de espumas. La espuma que apareció generalmente alrededor de las 60 horas era
muy consistente y difícil de eliminar una vez formada, aún incluso mediante el empleo de
antiespumante. Sólo corrigiendo la aireación y la agitación se logró minimizar en parte el
problema. Parece que el alto contenido en proteínas del medio es la causa del aumento
gradual de espumas a partir de cierto momento del proceso. La concentración de sustrato
utilizado <Solka Flock HW 200) fue del 1 y 2 % (¡‘/V>.
3.2. ESTUDIO DEL COMPLEJO CELULOLITICO
3.2.1. Precipitación y concentración del complejo enzimático.
Una vez finalizado el proceso de producción en fermentador, se procedió a la separa-
ción a partir del medio líquido de la fracción que contenía las enzimas. Para ello, se yació el
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fermentador y se pasó el medio de cultivo por unos filtros de luz de malla de 0,1 mm de
diámetro. Con esta primera filtración se lograba separar la fracción de celulosa y micelio del
medio líquido. Se realizó posteriormente otra filtración, con el fin de eliminar los sólidos en
suspensión restantes. Finalmente el complejo enzimático fue concentrado, a partir del líqui-
do obtenido por filtración del medio de cultivo del hongo, utilizando un equipo tangencial
<PELLICON, Millipore> que permite concentrar hasta 9 veces, moléculas disueltas cuyo
peso molecular sea superior a 10.000, entre las que se encuentran los componentes del
complejo celulolitico. Sobre este concentrado se realizaron las determinaciones finales del
proceso. Para la conservación de las enzimas obtenidas, el concentrado obtenido fue liofiliza-
do y conservado en nevera hasta su utilización.
La determinación de las actividades y cinéticas del complejo enzimático así como los
estudios de hidrólisis se llevaron a cabo en un principio disolviendo el liofilizado en tampón
citrato 0,OSM, PH 4,8. Sin embargo, los análisis posteriores del liofilizado por 1-IPLC presen-
taron poblemas derivados de la interacción entre dicho tampón y los componentes de las
columnas de separación. Por este motivo, se procedió a una selección entre distintos tampo-
nes de diferente molarídad, con objeto de encontrar uno en el que la actividad del complejo
no resultara afectada y que no presentara los inconvenientes citados anteriormente. Entre
los tampones ensayados: citrato, fosfato y acetato con concentraciones niolares que variaron
desde 0.025 M hasta 0.15 M, se eligió el acetato 0,1 M que cumplía los requisitos indicados
y que sustituyó desde ese momento al tampón citrato 0.05M en todos íos ensayos de
hidrólisis.
3.2.2. Medida de la actividad enz¡mática.
Puesto que el complejo enzimático está constituido por diversas enzimas es necesa-
rio emplear diferentes ensayos para determinar las diferentes actividades enzimáticas. Las
tres pruebas más utilizadas para establecer la capacidad de un complejo celulolítico de
hidrolizar celulosa son: la actividad sobre papel de filtro, la actividad sobre carboxi-metil-
celulosa (CMC> y la actividad de 0-glucosidasa. A continuación, se recoge la metodología
detallada para la realización de cada una de estas pruebas, de acuerdo con las normas
elaboradas por la IUPAC en 1984 con objeto de unificar los distintos métodos que habían
sido utilizados hasta esa fecha y que dificultaban por tanto la comparación de resultados
entre distintos grupos de trabajo (Ghose, 1987>.
3.2.2.1. Determinación de la actividad sobre papel de filtro.
Reactivos
- Tira de papel de filtro Whatman n01 (1 x 6 cm ).
- Tampón citrato 0,05M. pH 4,8.
- DNS.
- Solución de glucosa en tampón citrato (10 mg/mí>.
Procedimiento
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1.Deben hacerse al menos dos diluciones en tampón citrato de la solución de enzima
cuya actividad se quiere medir. Una de ellas debe liberar en el medio de reacción
algo menos de 2 mg y la otra algo más de 2 mg de azúcares reductores expresados
como glucosa. Aunque las diluciones que liberan esta cantidad de reductores deben
ser estudiadas para cada caso particular, se puede deducir de nuestras experiencias
con distintas soluciones de celulasas, que éstas corresponden, generalmente, a
concentraciones de proteínas solubles (calculadas según el método de Lowry> com-
prendidas entre 0,1 mg/ml y 1 mg 1 ml.
2. Los patrones de glucosa se preparan a partir de una solución de glucosa, en
tampón citrato 0.05M. pU 4,8 de 10 mg/mi de concentración. Las diluciones,
realizadas con el mismo tampón citrato, tienen una concentración final de 3,3; 2,5;
1,65 y 1,0 mg en 0,5 ml respectivamente.
3. La reacción enzimática se lleva a cabo en tubos de ensayo de unos 25 mi de
capacidad. En la siguiente tabla, se detallan los volúmenes de reactivos que se








¡Tampón citrato 1 ml 1 ml 1 ml 1,5 ml
¡Disolución enzimaj O,Sml 0,Sml
(2 diluciones)
¡Glucosa 1 ——— 0,5 ml* ~ —-——
¡Tira de papel ¡ 1 -——— 1 ¡
* de la dilución de glucosa correspondiente.
4. Las muestras problemas se atemperan a 50W antes de añadir la tira de papel de
filtro. Es importante que el papel quede sumergido, en su mayor parte. en la
mezcla de reacción. La incubación de las muestras se realiza durante 60 minutos a
50W en un baño de agitación.
5. Una vez transcurrido el tiempo de incubación se añade 3 ml del reactivo 3,5-
dinitrosalicílico (Anexo 1> a todos los tubos. incluyendo muestras problemas. patro-
nes de glucosa, blanco de enzima y cero. Después de agitar se introducen durante
cinco minutos en un baño con agua hirviendo y se transfieren posteriormente a un
baño de agua fría. Se añaden 20 ml de agua destilada a cada tubo y se agitan
invirtiéndolos varias veces hasta que la mezcla sea uniforme. Luego se deja reposar
unos 20 minutos para que la pulpa de papel se deposite en el fondo de los tubos y
se lee la densidad óptica del sobrenadante a 540 nm. frente al blanco de enzima.
—54--
Cálculo dc la actividad.
Definición de la unidad de papel de filtro (UPF>.
La UPF está basada en la Unidad Internacional (UI>, que corresponde a una conver-
sión de sustrato de 1 pmol en 1 minuto. En el caso de actividad enzimática sobre papel de
filtro, la UPF se define como la formación de 1 pmol/min. de azúcares reductores medidos
como poder reductor de glucosa, en las condiciones de ensayo descritas previamente.
Debido a la ausencia de linealidad entre la dilución de enzima y los azúcares reducto-
res liberados durante el ensayo, la actividad enzimática sobre papel de filtro debe medirse a
una concentración de enzima que libere en el medio de reacción una cantidad absoluta de 2
mg de azúcares reductores, expresados como glucosa, que es el punto en donde la relación
entre ambas variables se hace razonablemente lineal. Haciendo las transformaciones corres-
pondientes se comprueba que 2 mg de glucosa en las condiciones de ensayo descritas
corresponde a 0,37 pmoles de glucosa liberados por minuto y por ml de la dilución enzimá-
tica ensayada o lo que es lo mismo 0,37 UI por ml de dilucion.
Cálculo de las UPF de la disolución enzirnática.
1. Se ajustan los valores de absorbancia obtenidos para los distintos patrones de
glucosa a una recta.
2. Se calculan sobre la ecuación de esa recta los valores de glucosa que corresponde-
rían a las absorbancias obtenidas para las muestras poblema (después de deducir el
valor del blanco de enzima correspondiente).
3. Se representan en papel semilogaritmico los valores de glucosa obtenidos frente a
las concentraciones <inversas de las diluciones> de solución de enzima correspon-
diente, y se estima el valor de la concentración que liberaría exactamente 2 mg de
azúcares reductores.




C= concentración de enzima que liberaría 2,0 mg de glucosa.
Cuando se trate de disoluciones de baja actividad enzimática. puede ser que incluso la
muestra no diluida libere en el ensayo menos de los 2 mg. de azúcares reductores. En este
caso, el cálculo de actividad se realiza a partir de la cantidad de glucosa liberada empleando
la siguiente expresion:
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UPF/ml de solución de enzima=mg.de glucosa liberados x 0,185*
*1 mg. de glucosa liberada equivale a 0,185 111/mí:
1,0 —1 —1 —1
lmg de glucosa # pmol.min .ml = 0,185 UI.ml
O, 18x0, 5x60
3.2.2.2. Determinación de la actividad sobre OMO.
Reactivos:
- Carboximetilcelulosa (1%>. La carboximetilcelulosa <viscosidad media. D.S.=0.5> se
disuelve en agua caliente y luego se añade tampón citrato O,5M pH4.8 en una
proporción tal que la concentración final de citrato sea 0.05M.
- Tampón citrato O.05M. pH 4,8.
DNS.
- Solución de glucosa en tampón citrato (10 mg/mí).
Procedimiento:
1. Deben hacerse al. menos dos diluciones en tampón citrato de la disolución de
enzima cuya actividad se quiere medir. Una de ellas debe liberar en el medio de
reacción algo menos de 0,5 mg y la otra algo más de 0.5 mg de azúcares reductores
expresados como glucosa.
2. Los patrones de glucosa se preparan a partir de una disolución de glucosa. en
tampón citrato 0.05M, pI-! 4,8 a una concentración de 5 mg/ml. Las diluciones,
realizadas con el mismo tampón citrato, tienen una concentración final de 1,0; 0,7;
0,5 y 0,25 mg en 0,5 ml respectivamente.
3. La reacción enzimática se lleva a cabo en tubos de ensayo de unos 25 ml de
capacidad. En la siguiente tabla, se detallan los volúmenes de reactivos que se
incorporan en las distintas muestras.
4. Las muestras problemas se incuban a 500C durante 30 minutos en un baño de
agitación. Una vez transcurrido el tiempo de incubación se añade 3 ml del reactivo
3,5-dinitrosalicílico <ver anexo 1) a todos los tubos, incluyendo muestras problemas,
patrones de glucosa, blanco de enzima y cero. Se agita y se introducen durante
cinco minutos en un baño con agua hirviendo y se transfieren posteriormente a un
baño de agua fría. Se añade 20 ml de agua destilada a cada tubo y se agita
invirtiéndolos varias veces hasta que la mezcla sea uniforme y se lee la densidad









CMC (1%) ¡ 0,5 ml
Tampón citrato 0,5 ml 0,5 ml 1 ml
Disolución enzima 0,5 ml 0,5 ml
(2 diluciones)
Glucosa 0,5 ml*
* de la dilución de glucosa correspondiente.
Cálculo de la actividad.
Teniendo en cuenta que la relación entre concentración de enzima y azúcares reduc-
tores liberados se hace aproximadamente lineal cuando, la cantidad de azúcares reductores
liberados como glucosa oscila alrededor de 0,5 mg <en las condiciones de ensayo descritas
previamente>, la actividad sobre CMC debe medirse utilizando diluciones de enzima que
produzcan algo más y algo menos de este valor para así deducir la concentración de enzima
que liberaría exactamente 0,5 mg de glucosa.
De acuerdo con el valor de Unidad Internacional, definido en el apartado correspon-
diente a la actividad sobre papel de filtro, se deduce que 0,5 mg de glucosa corresponden a
0.185 pmoles de glucosa por minuto y por ml de la dilución enzimática ensayada, es decir.
0.185 UI/mí.
Cálculo de la actividad sobre CMC en la disolución de enzima.
1. Se ajustan los valores de absorbancia obtenidos para los distintos patrones de
glucosa a una recta.
2. Se calculan sobre la ecuación de esa recta los valores de glucosa que correspon-
den a las absorbancias obtenidas para las muestras poblema (después de deducir
el valor del blanco de enzima correspondiente>.
3. Se representan en papel semilogaritmico los valores de glucosa obtenidos frente
a las concentraciones <inversas de las diluciones> de solución de enzima corres-
pondiente, y se estima el valor de la concentración que liberaría exactamente 0.5
mg de azúcares reductores.
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4. Se calcuta la actividad CMC:
0,185 —1CMC= IJImí
C
C= concentración de enzima que liberaría 0,5 mg de glucosa.
3.2.2.3. Determinación de la actividad de ~-glucosidasa (Bailey et al.1981>.
Reactivos:
- 4-nitrofenil-0.D-glucopiranósido <Merck Rfa 6753) lmM en tampón citrato 0,05 M
pI] 4,8.
- Solución de 4-nitrofenol <10 Mg/mí> en tampón citrato 0,05 M pH 4,8
- Carbonato sódico 1M
Procedimiento
1. A partir de una disolución de 4-nitrofenol en tampón citrato (10 pg/ml>, se preparan
las disoluciones que se utilizan como patrones con las siguientes concentraciones:
10; 7,5; 5; 2,5 y 1,25 ng/ml.
2. La reacción enzimática que consiste en la liberación de 4-nitrofenol a partir de
4-nitrofenil-0-D-glucopiranósido se lleva a cabo en baño de agitación a 50W duran-
te 10 minutos. Las muestras se preparan como se detalla en la siguiente tabla.
MUESTRA
PROBLEMA PATRONES CERO
4—nitrofenil—~--0— 1,8 ml 1,8 ml
glucopiranósido 1 mM
Solución enzima 0,2 ml
4—nitrofenol 2 ml*
¡ Tampón citrato 0,2 ml
0,5 14 pH 4,8
*de la dilución de 4—nitrofenol correspondiente.
3. Transcurridos los 10 minutos, la reacción se detiene añadiendo a cada muestra 1
ml de Na2CO3 1 M. La lectura de la absorbancia se realiza a 400 nm frente a la
muestra cero.
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Cálculo de la actividad.
La actividad enzimática de frglucosidasa se suele expresar en nKat. El nKat se
define como la cantidad de enzima que libera 1 nmol/s de 4-nitrofenol en la mezcla reaccio-
nante en las condiciones descritas <lnkat 0,06 U!>.
3.2.3. Determinación de proteínas solubles.
El método empleado para la determinación de proteínas fue el de Lowry y col.
<1950>, que tiene como fundamento la aparición de color, resultado de la reacción de Biuret
de las proteínas con el ión cobre en medio alcalino y de la reducción del fosfomolíbdico-
fosfotúngstico por la tirosina y el triptófano presentes en las proteínas totales.
Procedimiento:
Se utiliza un volumen de muestra de 1 mí, en una concentración presumible de
proteínas comprendida en la curva patrón (preparada con disoluciones de seroalbúmina
entre 50 y 200 pg/ml>. Se añaden 5 ml de la disolución C (ver Anexo 1>. se agita y se dejan
en reposo 10 minutos. Transcurrido este tiempo se añaden 0,5 ml de reactivo O (Anexo 1).
se agita inmediatamente, y se dejan las muestras 30 minutos en reposo para conseguir el
desarrollo (le color. La lectura de la absorbancia se realiza en espectrofotómetro a longitud
de onda de 757 nm frente a un blanco tratado de forma idéntica a la muestra problema en
el que esta última es sustituida por agua destilada.
3.3. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA Y DE LOS
PRODUCTOS DE HIDROLISIS.
En este apartado se indican los métodos analíticos utilizados para caracterizar la
materia prima tanto nativa como pretratada y los productos de hidrólisis de la biomasa
lignocelulósica:
3.3.1. Materia prima.
Como materia prima de partida en este trabajo se ha utilizado parte aérea desecada
<6-10% humedad> del cardo Onopordum ne¡’uosum boiss procedente de una plantación expe-
rimental situada en los Campos de Prácticas de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrónomos de Madrid.
La fotografía de la figura 13, muestra algunos ejemplares de la citada especie en los
que se puede observar el gran desarrollo que alcanzan las plantas, algunas veces de altura
superior a los 3.5 metros.
—59—

3.3.2. Caracterización de la materia prima.
3.3.2.1. Determinación de la humedad : según norma Tappi, T-llm-59.
3.3.2.2. Determinación de la solubilidad en NaOH 1%:norma Tappi T-4m-59.
3.3.2.3. Determinación de la solubilidad en agua(fría y caliente):norma Tappi T-lm-59.
3.3.2.4. Extracto en éter : norma Tappi T-5m-59.
3.3.2.5. Extracto en alcohol-benceno: norma Tappi T-6m-59.
3.3.2.6. Análisis de componentes. Hidrólisis total con ácido sulfúrico.
Existen diversos métodos para el estudio de la composición en celulosa, hemicelulosa
y lignina de biomasa lignocelulósica. Después de algunos estudios previos realizados sobre
Onopordrtm nervosunt en los que se evaluaron tanto los resultados obtenidos como la com-
plejidad de dichos métodos se decidió emplear el método descrito por PuIs <PuIs et al.,
1985).
Este método que consiste en una hidrólisis total con H2S04. se lleva a cabo sobre el
sustrato seco <1000C> como se describe a continuación <figura 14>.
Se pesan 200 mg. de producto y se añaden 2 ml. de H2S04 72% (¡‘IP> se homoge-
niza en mortero hasta conseguir una impregnación total del material y se deja en estufa a
30W durante 1 hora, removiendo varias veces durante este tiempo. Después se transfiere el
material cuantitativamente a un frasco sovirel de 100 ml y se añade H20 (56 mí> para diluir
el H2504 hasta el 4%.
La segunda hidrólisis se realiza durante 1 hora a 120W. Después se deja enfriar
despresurizando lentamente el autoclave para evitar sobreebullición de hidrolizado. La
muestra se deja enfriar y se neutraliza a pH 5-6 con Ba<OH>2. Una vez neutralizada la
muestra se filtra por membrana Millipore de 0,45 ji. y se recoge el filtrado para análisis
posterior.
Para la determinación de los azúcares reductores se siguió el método propuesto por
Somogyi <1954> y modificado por Nelson (1944>. Mientras que para la determinación de


















Figura 14. Procedimiento realizado para el estudio de la composicion
de la biomasa lignocelulósica.
3.3.2.6.1. Determinación de lignina (lignina “Klason”).
La determinación de lignina de la biomasa lignocelulósica <tanto nativa com tratada>
se ha efectuado sobre el residuo resultante de la hidrólisis total con ácido sulfúrico tal y
como se recoge en el esquema de la figura 14.
El residuo sólido resultante de dicha hidrólisis es filtrado sobre filtro Millipore de
0,45 ~upreviamente pesado. El residuo sólido se deja secar en estufa a 80W durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se pesa hasta peso constante. Se calcina el residuo en
mufla a 550W durante 3 horas (norma TAPPI, T-15m-58> calculándose el contenido en




32.2.7. Determinación de cenizas: norma TAPPI, T-15m-58.
3.3.2.8. Determinación de nitrógeno total.
El contenido en nitrógeno se determinó por el método Kjeldahl (Coombs et al.,
1985>, empleándose para la digestión de la materia orgánica ácido sulfúrico concentrado, así
como una mezcla digestora que actúa como catalizador y cuyo contenido es el siguiente:
Sulfato potásico 87 g.
Sulfato de cobre 4,35 g.
Sulfato ferroso 8,65 g.
De esta mezcla, una vez homogeneizada, se utiliza 1 g. para cada determinación.
Después de realizada la digestión de 500 mg de materia seca se destila el amoníaco, previo
desplazamiento de éste con NaOH al 40%. El destilado se recoge sobre ácido bórico al 4%
que contiene unas gotas de indicador Shiro-Tashíro, y se valora después el amoníaco con
H2504 O,O1N.
El tanto por ciento de nitrógeno en la muestra se calcula utilizando la siguiente
expresión:
14 x N x ‘/ x F
10 x P
donde:
y = % de nitrógeno en la muestra.
N, F’, y = normalidad, factor y volumen de H2504 utilizado en la valoración.
P = peso de la muestra expresado en gramos.
3.4. PRETRATAMIENTOS.
Se ha realizado un estudio exhaustivo de distintos pretrata- mientos físicos, quími-
cos y biológicos utilizando como referencia aquellos que resultaron más eficaces al ser
aplicados a sustratos lignocelulósicos de características similares a las de Onopordun¿
u ervosun¿.
3.4.1. Molienda.
Para cualquier manipulación o tratamiento posterior, la biomasa vegetal debe ser
previamente reducida a un tamaño de partícula adecuado. La evaluación del efecto de los
distintos grados de molienda se ha llevado a cabo sobre la biomasa desecada previamente en
estufa a 60W <6 % de humedad>, utilizando un molino de cuchillas tipo Restsch, con
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tamices de los siguientes tamaños de luz de malla: 0,25, 0,5, 0,75, 1 y 2 mm. A partir de los
resultados obtenidos y que se exponen en el apartado correspondiente, se decidió utilizar el
tamiz de 2 mm para todos los estudios posteriores que se describen en este trabajo.
3.4.2. Pretratamientos alcalinos.
3.4.2.1- Pretratamiento con hidróxido sódico.
Los pretratamientos con NaOH se llevaron a cabo en baño de silicona a 250, 1000,
1200 y 15000, utilizando disoluciones de NaOH al 1 y 2 % <¡‘1V> y una relación sólido-líquido
del 5%. Los tiempos de reacción estudiados variaron desde O a 90 minutos.
3.4.2.2. Tratamiento con hidróxido cálcico.
Este pretratamiento se realizó utilizando disoluciones de Ca<OH>2 al 0,2 y 1,8%, tres
temperaturas diferentes, 40, 250 y 1000C y tiempos de tratamiento de 24 y 48 horas para
los realizados a 4 y 2500, y 10 y 30 núnutos para el efectuado a 10000. La relación
sólido-líquido para dicho pretratamiento fue del 5%.
3.4.3. Pretratamiento oxidante.
3.4.3.1. Pretratamiento con peráxido de hidrógeno.
A un gramo de sustrato lignocelulósico se le añadieron 50 ml de una solución de
1-1202 al 1 %. El pl-1 de la suspensión resultante se ajustó a 11,5 con NaOH SN y se
mantuvo con agitación durante 24 horas a temperatura ambiente.
3.4.3.2. Pretratamiento con hipaclorito sódico.
El tratamiento con hipoclorito sódico se efectuó de manera que la relación gramos de
cloro por gramo de sustrato a pretratar fuera de 0,7 ó 0,9, y la relación sólido-líquido final
del 10%. El pH de la mezcla de reacción fue ajustado a 7 con ácido acético glacial y el
tratamiento se efectuó a temperatura ambiente durante 15 horas.
3.4.4. Pretratamientos ácidos.
El l)retratamiento en medio ácido se ha llevado a cabo utilizando ácidos clorhídrico,
sulfúrico y acético. La relación sólido-líquido para estos tratamientos fue del 5% y en todos
los casos las condiciones ensayadas fueron las siguientes:
3.4.4.1. Pretratamiento con ácido clorhídrico.
Temperatura: 250. 700 y 10000.
Concentración de ácido: 0.5%, 1% y 5%.
Tiempo: 1.3. y 5 horas
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3.4.4.2. Pretratamiento con ácido sulfúrico.
Temperatura: 100 0CConcentración de ácido: 0,2%, 0,5%, 1% y 2%.
Tiempo:1, 3 y 5 horas.
3.4.4.3. Pretratamiento con ácido acético.
Temperatura: 700 y 100W
Concentración de ácido: 1 y 5%
Tiempo: 1, 3 y 5 horas.
3.4.5. Pretratamiento con solventes orgánicos
Se ha estudiado el efecto del pretratamiento de la biomasa lignocelulósica con etanol,
butanol y butilamina. Los primeros se llevaron a cabo en presencia de distintos catalizadores
descritos en la bibliografía por su efectividad en el tratamiento de sustratos similares al O.
nervosllfll.
El pretratamiento con n-butilamina se llevó a cabo utilizando las condiciones descri-
tas en la bibliografía para la deslignificación de paja de arroz. El sustrato fue tratado con
una solución de n-butilamina al 1% a temperatura de 120W durante 2 horas utilizando
relaciones sólido-líquido del 25 y 10%.
En la tabla siguiente se recogen las condiciones en las que sc llevaron a cabo los
pretratamientos con etanol y butanol.
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Una vez efectuados los pretratamientos químicos en las condiciones antes descritas,
la suspensión de biomasa resultante fue filtrada a través de papel de filtro y lavada hasta
eliminación de los restos del agente químico utilizado en cada caso. Sobre el residuo sólido
recogido y secado en estufa a 600C se realizaron todos los estudios posteriores de composi-
ción y rendimiento de hidrólisis enzimática.
3.4.6. Pretratamiento de irradiación.
Se llevó a cabo en la unidad de irradiación NAYADE del CIEMAT que consiste en
una fuente de tipo piscina de 7.700 Ci de 60Co distribuidos en doce elementos activos. Las
muestras fueron irradiadas a las siguientes dosis: 20, 50 y 100 Mrad. El flujo con el que se
realizó la irradiación fue de 2,41 Mrad/hora. La dosimetría de las fuentes se realizó median-
te el método dosimétrico químico Frícke.
¡ SOLVENTE TEMPERATURA TIEMPO SOLIDO¡LIOUIDO(%)
120% ihora 20
¡ Etanol:Agua (1:1) 1600C 3Omin. 20
175% 30min. 20
¡ Butanol:Agua (1:1) 120% lhora 20
¡ Etanol:NaOH iN (1:1) 1200C ihora 20
1600C ihora 20
¡ Butanol:NaOH lN (1:1) 120W ihora 20
160% ihora 20
Etanol:H2504 O,1N (1:1) 1200C ihora 20
160% ihora 20
¡ Butanol:H2504 0,lN (1:1) 120% lhora 20
160% lhora 20¡ Etanol:Fenol (1:1) 120W ihora 20
¡ Butanol:Fenol (1:1) 1600C ihora 20
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Los recipientes que contenían las muestras a irradiar, fueron introducidos en conte-
nedores herméticos de acero inoxidable, que fueron ajustados posteriomente en el dispositi-
vo de irradiación. La geometría de las fuentes de 60Co en dicho dispositivo fue mantenida
constante durante todas las experiencias para garantizar la homogeneidad en la distribución
de la dosis:.
Las muestra fueron irradiadas directamente o suspendidas en agua o medio ácido
(HCI, H2SO
4~ y GH~-COOH al 1 %). En estos dos últimos casos la proporción sólido-líquido
fue del 5%.
Como en el caso de los tratamientos químicos antes descritos, el sustrato pretratado
fue filtrado, lavado y secado a 60
0C en estufa. Sobre el sólido resultante se llevaron a cabo
los estudios de composición y rendimiento de hidrólisis enzimática.
Sobre los residuos sólidos obtenidos en el tratamiento de irradiación en seco y agua
se estudió el efecto de un pretratamiento posterior en medio ácido (sulfúrico, clorhídrico o
acético>. Las condiciones de este segundo tratamiento, que fueron elegidas despúes de un
rastreo previo realizado con bajas concentraciones de ácido, se detallan a continuación:
ácido Concentración Temperatura Tiempo
(%) (0C) (horas)
HCí o 112504 1% 100 5
CH3-COOB 1% 70 3
La relación sólido-líquido a la que fueron efectuadas estos pretratamientos fue del 5%.
3.4.7. Pretratamiento de explosión por vapor.
Este pretratamiento se llevó a cabo en una unidad piloto, diseñada para este fin, por
la empresa INTECSA y construida en las instalaciones del CTEMAT. El diagrama de flujo
de la instalación mencionada se recoge en la figura 15.
Dicho sistema incluye un generador de vapor con el que se alimenta el reactor de
explosión en el que se introduce el material lignocelulósico. Gracias a la súbita apertura de
la válvula de descarga del reactor, se expansiona el material bruscamente y se descarga en
un ciclón donde finalmente es recogido para su tratamiento posterior.
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Figura 15. Escuema del diaarama de ooeración de la olanta piloto de tra-










El reactor de explosión es la cámara donde la biomasa es comprimida y súbitamente
despresurizada. La capacidad del cuerpo del reactor es de 2 litros, y está provisto de
válvulas de carga y descarga de biomasa de 3 pulgadas. La presión máxima de trabajo con
vapor saturado es de 42 bares absolutos. El material es de acero inoxidable AISI 316 y
posee además elementos de control y seguridad (2 termómetros, un manómetro y una
vávula de seguridad>.
La mezcla de vapor y material lignocelulósico expulsado en cada disparo entra al
ciclón de descarga horizontal y tangencialmente. El ciclón está construido en acero inoxida-
ble AISI 316, posee una válvula de descarga de tipo tajadera de 3 pulgadas.
Las condiciones de tiempo y temperatura en las que fueron realizados los pretrata-
mientos fueron las siguientes:
Temperaturas: 19000, 21000 y 23000.
Tiempos: 30 segundos, 1, 2, 4 y 8 minutos.
Se realizó además un pretratatamiento combinado con ácido. La impregnación de la
biomasa del cardo se realizó con ácido sulfúrico 0,4 y 1% <relación sólido-líquido 1:4> a 2500
durante 24 horas. Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas para el pretratamien-
to de explosión por vapor en condiciones ácidas fueron:
Temperaturas: 170v y 19O~ 0.
Tiempos : 2, 4 y 8 minutos.
3.4.8. Pretratamiento biológico.
El pretratamiento biológico del sustrato lignocelulósico se llevó a cabo utilizando la
cepa de Phanerochaete c/n-ysosporium (CECT 7754>, el sustrato utilizado para este estudio
fue Onopordum nervosum nativo o pretratado por los tres métodos químicos cuyas condicio-
nes se recogen a continuación:
ácido: 5 gramos de sustrato tratado con 100 ml de una solución de H2504 al
1%, durante 3 horas a una temperatura de 10000.
alcalino: 5 gramos de sustrato tratados con 100 ml de una solución de NaOH al
1% durante 10 minutos y a una temperatura de 10000.
oxidante: 10 gramos de sustrato tratado con 100 ml de una solución de H202 al
1% y con NaOH iN hasta pH 11,5, durante 24 horas a temperatura
ambiente.
El sustrato nativo o bien el residuo resultante del pretratamiento fue esterilizado en
autoclave e inoculado con una suspensión de esporas de 12.8 x i.06 esporas/g.material. El
hongo fue incubado a 3800 durante 4 semanas. Las muestras fueron retiradas a los 7, 14.
21 y 28 días después de la inoculación y el residuo obtenido lavado y secado en estufa a
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10500 hasta peso constante. Sobre el residuo seco final se realizaron las siguientes determi-
naciones: análisis de la composición, evaluación de la susceptibilidad del sustrato a la hidró-
lisis enzimática con celulasas obtenidas de 7’. reesei QM9414.
¡‘ara todos los sustratos tratados se procedió al lavado con agua hasta pH neutro,
secado en estufa a 6000, determinándose el peso del residuo seco así como su composición
en celulosa y lignina.
3.5. HIDROLISIS ENZIMATICA DE BIOMASA UGNOCELULOSICA.
3.5.1. Ensayos de hidrólisis enzimática de la biomasa pretratada.
Una vez realizado el pretratamiento, el residuo pretratado fue sometido a hidrólisis
enzimática utilizando celulasas procedentes de Triehodernia ;-eesei QM9414. Las pruebas de
hidrólisis enzimática se efectuaron en tubos de ensayo en un baño termostatizado con
sistema de agitación. Las condiciones en las que se realizaron las pruebas de hidrólisis
fueron las siguientes:
- actividad enzimática: 20 UIPF/g. sustrato.
- medio: tampón acetato 0.1M. pH 4.8.
- tiempo de hidrólisis: 48 horas.
- temperatura: 5000.
Finalizado el período de hidrólisis, las muestras fueron filtradas para separar el
residuo insoluble del hidrolizado. La determinación del rendimiento de la hidrólisis se llevó
a cabo sobre el hidrolizado valorándose el contenido de azúcares reductores por el método de
Somogyi-Nelson y de glucosa por el método enzimático comercial de Boehringer-Manheim
(Anexo 1>.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4. RESULTADOS Y DISCUSION.
Los resultados, que serán expuestos y discutidos a continuación, están agrupados en
tres apartados que se corresponden con las diferentes etapas del desarrollo experimental del
trabajo realizado:
1- Producción y caracterización de enzimas celuloliticas.
2-Evaluación de la eficacia de diferentes pretratamientos sobre el rendimiento de hidrólisis
enzimática del Onopordum nervos¡ím.
3-Estudio del proceso de hidrólisis de Onopordum nervosunt en condiciones óptimas.
Estos tres apartados se relacionan, asimismo, con las diferentes fases que constitu-
yen un proceso completo de transformación por hidrólisis enzimática: obtención de enzimas,
pretratamiento de la materia prima e hidrólisis enzimática del sustrato pretratado.
4.1. Producción y caracterización de celulasas
4.1.1. Estudios de producción enzimática.
Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente del capítulo de
Introducción, Triehodernia iongibrachiaturu¿ QM9414 reúne una serie de características que
le hacen adecuado para su utilización como productor de celulasas. Por un lado, es capaz de
producir enzimas con actividad suficiente para degradar “in vitro” la celulosa insoluble a
azúcares y además, presenta una estabilidad que permite su manejo en medios sólidos o
líquidos mediante las técnicas de resiembra e inoculación habituales. Por estos motivos, esta
cepa fue elegida como productora de las enzimas que habrían de ser utilizadas a lo largo del
presente trabajo.
De acuerdo con los resultados obtenidos en las primeras pruebas de producción de
enzimas, realizadas en matraces con agitación continua, en baño termostatizado, y con el fin
de controlar eficientemente las condiciones de cultivo y las cinéticas de producción de
enzimas, se decidió llevar a cabo los experimentos definitivos de producción en fermentador
de 10 litros de volumen útil. De esta manera, se pretendía además, obtener cantidad de
enzima suficiente para ser utilizada en los distintos ensayos de hidrólisis, previstos en el
planteamiento del trabajo.
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En la figura 16 se muestran las cinéticas de producción de celulasas por
T.tongibrachiatun¿ QM9414 sobre un 1% <p/v) de Solka Floc HW200. Al tratarse de un
proceso sin control automático del pH, se observa una disminución del pH a partir del
primer día hasta un valor de alrededor de 3, que se mantiene más o menos constante a lo
largo del proceso. Este hecho hace que las proteínas presentes en los medios de producción
estén sometidas al efecto de un bajo pH durante muchas horas, lo que da lugar a que se
provoque tina desnaturalización parcial de las mismas, que se acentúa con el paso del
tiempo. Es por ello, por lo que se produce una disminución progresiva de las actividades
enzimáticas valoradas a pesar de que se siguen secretando proteínas al medio (Blanco,
1990).
La disminución del pH puede estar motivada por la actividad metabólica del hongo,
que, al mismo tiempo que degrada el sustrato hidrocarbonado añadido al medio, consume el
nitrógeno y proteínas del mismo, rompiendo el tampón y consecuentemente bajando el pH.
Debido a los efectos negativos que ejercen los bajos niveles de pH en el medio sobre
la actividad enzimática se decidió, cuando se llevó a cabo el proceso de producción sobre
Solka F’loc al 2%. controlar el pH de forma que nunca bajase de 4. En estas condiciones las
actividades enzimáticas medidas en los medios de producción evolucionaron con la misma
tendencia que el contenido en proteínas en el medio <figura 17>.
En la tabla XI se recogen las características de las fermentaciones llevadas a cabo y
de los rendimientos tanto de proteínas obtenidas como de las actividades enzimáticas finales
secretadas al medio.
Los resultados, representados en las figuras 16 y 17 muestran que un aumento de
concentración de celulosa en los medios de producción supone un alargamiento del tiempo
del proceso. Sin embargo, las actividades enzimáticas valoradas por unidad de peso de
proteínas secretadas al final del proceso aumentan un 50% en el caso de la 0-glucosidasa y
casi un 60% en el caso de la actividad medida sobre papel de filtro, mientras que la
actividad sobre CMC disminuyó.
Dado que el elevado coste de la producción de enzimas es uno de los principales
inconvenientes a la hora de plantear un proceso de transformación mediante hidrólisis
enzimática, es necesario, desde un punto de vista económico, desarrollar procesos de produc-
ción basados en la utilización de fuentes de celulosa baratas. Por este motivo, se ha evaluado
aquí la posibilidad de utilizar O.nervosu.m como sustrato para la producción de celulasas.
Los estudios se han abordado utilizando tanto sustrato nativo como sometido a dos
pretratamientos diferentes:
1.Acido sulfúrico al 5% <y/vi, durante 3 horas a 10000.
2.Agua oxigenada al 1% (y/vi a pH 11,5 durante 24 horas a 2500 con agitación.
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Tipo de
sustrato Solka Floc HW200 Solka Floc HW200
Concentración





9 litros ¡ 9 litros
168 h. 268 h.
Total precipitado
con acetona 11,8 g. 13,1 g.
Proteínas * 9,69 g 9,65 g
Actividad fr-glucosi--j
¡dasa (UI/mg.proteína) ¡ 0,18 Hl/mg 0,27 01/mg.
Actividad sobre PF
(01/mg, proteína) 0,39 01/mg 0,62 Hl/mg
Actividad endogluca—¡ 16,55 01/mg
¡nasa (01/mg proteína>
9,14 01/mg
* valoradas en el precipitado por el método de Lovry.
TABLA XI. Características de la producción de enzimas en fermentador.
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Cinética de producción de celulasas por 7’. Longibrac/¡iatunt QM9414 sobre
1% de Soika Flor l-{W200. Volumen total 9 litros. Evolución de f e pE-{. 1 o 1
actividad sobre PF. 1 ~-> actividad 0-Glucosidasa. <*) actividad endoglucanasa.


































































































Figura 1<7. Cinética de producción de celulasas por T. Longibrachiatuin QM9414 sobre 2%
de Solka Flor HW200. Volumen total 9 litros. Evolución de 4 e pH. o
actividad sobre FE. ( g-) actividad e-Glucosidasa. 1 ‘e) actividad endoglucanasa.
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Cuando se utilizó como sustrato biomasa lignocelulésica, los mejores resultados en
cuanto a crecimiento y producción de enzimas se obtuvieron para el caso de pretratamiento
ácido.
En la figura 18 se presentan los perfiles de producción utilizando dicho sustrato en
concentración del 2%. Dado que el contenido en celulosa de esta biomasa pretratada es de
aproximadamente el 40%, los resultados de este proceso de producción habría que compa-
rarlos con aquéllos obtenidos sobre sustratos de referencia puros en concentración del 1%
aproximadamente (tabla XII>. Como se observa en dicha tabla, los rendimientos en proteí-
nas extracelulares y actividades enzimáticas obtenidos no son desalentadores aunque la
duración del proceso es mayor, debido a la dificultad que encuentra el micelio para crecer
sobre este tipo de sustrato.
11





jsolka Bloc ¡ 1 ¡ 5.2 168 1,44 0,18 0,39¡
O.nervosum¡ 2 ¡ 5.4 ¡ 288 2,54 0,06 0,40
TABLA XII. Influencia del tipo de sustrato en la producción de celula--
sas por Tilongibrachiatun¡ DM9414.
En este punto, es interesante hacer referencia a los problemas técnicos, que surgie-
ron durante la producción de enzimas, y originados por la utilización en los medios de
cultivo de sustratos insolubles. La aparición de espumas en los medios de producción fue
uno de los mayores inconvenientes encontrados. Asimismo, la manipulación de los cultivos,
toma de muestra, filtración final de los mismos, etc., se dificultó extraordinariamente debido

























Figura 18. Cinética de producción de celulasas por T. Longibracl¡iarumn QM9414 sobre 2%
de O. neruosum sometido a pretratamiento ácido. Volumen total 2.5 litros.
Evolución de < e ) pH. { o ) actividad sobre PF. ( actividad ~-Glucosidasa.
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En función de los resultados obtenidos y expuestos anteriormente, se concluyó que el
proceso llevado a cabo con Solka Floc al 2% era el más eficaz de los ensayados para
producción de celulasas por T.longibrachiatum. Se eligió, por tanto, la fermentación en
estas condiciones para la obtención del complejo que se utilizaría a lo largo del desarrollo del
trabajo correspondiente a esta memoria.
A continuación, se recogen las características de la preparación enzimática emplea-
da, obtenida por ultrafiltración, precipitación y liofilización del medio de cultivo de
T.tongibrachiatnm QM9414 producido en fermentador de 9 litros. Se utilizó medio salino de
Mandels con 2% de Solka Floc, 0,1% peptona y 0,1% Tween <temperatura 2800 y agitación
300-400 rpm>.
proteínas (%) 95






4.1.2. Caracterización del complejo enzimática.
El rendimiento de un proceso de hidrólisis enzimática viene determinado por una
serie de factores que atañen a la naturaleza del sustrato, a las características de la prepara-
ción enzimática empleada y a las condiciones en que se desarrolla el proceso de hidrólisis
elegido. En este apartado, se recoge el estudio efectuado sobre la influencia de diversos
factores en la eficacia con la que la preparación enzimática obtenida y cuyas características
se recogen. en el apartado anterior, hidroliza sustratos celulósicos de diferente origen, con
objeto de fijar las condiciones óptimas del proceso utilizando dichas enzimas.
4.1.2.1. Influencia del pH y la temperatura.
Puesto que el valor del pH del medio y la temperatura influyen decisivamente en el
comportamiento de las enzimas, fueron éstas las primeras condiciones que se ensayaron
dentro de un rango elegido de acuerdo con los resultados publicados anteriormente.
Las condiciones óptimas para la actividad del complejo enzimático de fl-ichoderma
Longibrachiatum QM9414 se estudiaron utilizando como sustrato para la hidrólisis Solka
Floc HW-200 por ser éste un sustrato celulósico puro. Para el estudio de la influencia del pH
se probaron valores comprendidos entre 3,8 y 6,3 y para el caso de la temperatura entre 300
y 5500 La hidrólisis se llevó a cabo durante un período de tiempo de 4 horas para evitar
problemas de inhibición que podrían originarse como consecuencia de la acumulación de los
productos de hidrólisis durante períodos largos. Para la realización de estas experiencias se
utilizó una actividad enzimática por gramo de sustrato de 18 UIPE y una relación sólido-
líquido en el medio de reacción <tampón citrato O.05M> del 5% (plv>. La tasa de hidrólisis se
evaluó a partir de los azúcares reductores y la glucosa solubilizados en el hidrolizado
resultante.
En las figuras 19 y 20 se muestran los resultados obtenidos con los diferentes pH y
temperaturas ensayadas. Se observan en ambos casos que los pH superiores a 5 producen
una clara disminución de la liberación de azúcares reductores y de glucosa. Puesto que la
producción de azúcares informa de la actividad del conjunto de enzimas del complejo mien-
tras que la glucosa lo hace más específicamente de la actividad de la ~-glucosidasa, parece
ser que esta última enzima es la más sensible a los valores altos de pH ya que la relación
entre la glucosa y los azúcares reductores totales producidos <figura 21> disminuye conside-
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Efecto del pH en la hidrólisis enzimática del Solka Flor HW 200 a distintas
temperaturas. expresado como azúcares reductores liberados: ( • 1 30W. <x 1
3500 < o 1 40W. 0> 45W. < A) 50W y ( ml 550C.Tiempo de hidrólisis : 4 horas.

















Efecto del pH en la hidrólisis enzimática del Solka Floc HW 200 a distintas
temperaturas. expresado como glucosa liberada: < • 30W. <-x 1 3500 < o 1
4000. (D 1 4500. ( A > 5000 y U 55W.
Tiempo de hidrólisis : 4 horas.












Efecto del pH en la hidrólisis enzimática del Solka Flor
temperaturas, expresado como relación entre glucosa y
liberados: < e 1 3O~C. < ti 35W. < o 1 40W. <0 45~C.
Tiempo de hidrólisis : 4 horas.
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rablemente a medida que aumenta el pH del medio. De estos resultados se puede concluir
que el valor de pH para el óptimo funcionamiento del complejo enzimático está comprendido
entre 4,3 y 4,8. Puesto que el rango de pH óptimo es relativamente estrecho, la hidrólisis
debería llevarse a cabo en medio tamponado, dado que según han descrito algunos autores el
pH tiende a disminuir por efecto de la acción hidrolítica de las enzimas <Linko, 1977>.
Con respecto a la temperatura se observa una mayor producción de reductores y
glucosa cuando se eleva la misma alcanzándose los valores maximos entre 500 y 550 0
(Figuras 19 y 20>.
Paralelamente a la determinación de los azúcares reductores y de la glucosa solubilí-
zados en el hidrolizado resultante, se evaluó la cantidad de proteínas solubles presentes en
el medio después de 4 horas de hidrólisis. En la figura 22 están representados los valores de
proteínas expresados como porcentaje del contenido inicial de proteínas en el medio de
hidrólisis. Se observa que la máxima recuperación se produce a 5000 y pH 4,8; en este caso,
el 60% de la concentración inicial fue recuperado, mientras que en las condiciones más
desfavorables para la recuperación de proteínas, pH 3,8 y 30~C, solamente el 25% de la
concentracion inicial se encontraba en solución. Este mismo fenómeno ha sido observado
por otros autores (Ryu y col.. 1984>.
Puesto que las condiciones óptimas de trabajo respecto a pH y temperatura coincidí-
an con el mayor porcentaje de liberación de proteínas, se decidió efectuar en los ensayos
sucesivos la hidrólisis del material celulósico en tampón citrato 0.05M a pH 4,8 y a 5000.
4.1.2.2. Influencia de la concentración de sustrato y de enzima.
El estudio de la relación sólido-líquido y de la actividad enzimática por unidad de
peso de sustrato. en el proceso de hidrólisis enzimática, es de gran importancia a la hora de
fijar las condiciones óptimas del proceso. El conocimiento de las eficacias de hidrólisis en
función de estas dos variables permitirán, por un lado, ajustar la cantidad de sustrato por
volumen de mezcla al mínimo posible dentro del rango óptimo con objeto de obtener jarabes
con alta concentración de azúcares, así como aquilatar el consumo de enzimas que como ya
hemos comentado, supone uno de los factores que más encarece el proceso de hidrólisis.
Para llevar a cabo este estudio, se ha utilizado, como sustrato de la hidrólisis enzimá-
tica, biomasa lignocelulósica de O.nervosum, con objeto de evaluar los rangos óptimos de
estos parámetros para el sustrato que será la materia prima a lo largo del trabajo aquí
dasarrollado. No obstante, los resultados obtenidos se compararon con los correspondientes
al caso ideal de un sustrato celulósico puro como el Solka Floc. Debido a la baja susceptibi-
lidad de la estructura lignocelulósica del O.neruosum a la acción enzimática, los ensayos que
se recogen en este apartado. se llevaron a cabo también sobre Ouzervosum sometido a
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diferentes pretratamientos. Puesto que este estudio se llevó a cabo con anterioridad a la
evaluación de pretratamientos realizados en este trabajo y recogidos en la segunda parte de
la memoria, los aquí empleados fueron seleccionados tomando como referencia algunos
trabajos publicados sobre pretratamientos de sustratos lignocelulósicos, de composición si-
milar a la del O.nervosurn. Estos pretratamientos, pretratamiento oxidante con agua oxige-
nada al 1% <y/y> en medio alcalino y pretratamiento alcalino con NaOH al 1% (p/v>, se
describen en el apartado correspondiente del capítulo de Materiales y Métodos.
Tras algunos ensayos previos, se seleccionaron como valores de concentración de
sólidos 5% y 10%. Debido a la baja densidad de los sustratos lignocelulósicos, valores más
altos originarían problemas técnicos en la obtención de una buena mezcla que dificultarían la
transferencia de las celulasas desde la fase líquida a la fase sólida. El rango de concentración
de enzimas ensayado varió entre el 2% y el 8%, expresados como mg de proteína utilizada
por cada 100 mg de sustrato <la actividad enzimática sobre papel de filtro y de frglucosidasa
por mg de proteína fue 0,63 UI y 0,3 UI respectivamente>.
En las figuras 23. 24, 25 y 26 se representan los resultados obtenidos, expresados
como mg de azúcares reductores solubilizados durante 48 horas de hidrólisis, con las dife-
rentes proporciones de enzima, para los cuatro sustratos empleados.
En las figuras 27 y 28 se representan los valores obtenidos, a las 48 horas de
hidrólisis, de azúcares reductores por unidad de actividad PF utilizado frente al valor de
actividad enzimatica empleada.
Comparando las distintas gráficas, se puede observar que cuando la concentración de
sustrato en el medio de reacción se aumenta desde el 5% hasta el 10%, conservando la
misma relación enzima-sustrato, el rendimiento de la hidrólisis, expresado como producción
de azúcares reductores por unidad de peso de sustrato. se mantiene más o menos constante
en todos los casos. Esto supone la posibilidad de obtener, utilizando la concentración del
10%, un hidrolizado con doble concentración de azúcares reductores sin perder eficiencia en
el rendimiento de hidrólisis.
La influencia de la concentración de enzima en el rendimiento del proceso de hidró-
lisis queda reflejado en las figuras 23, 24, 25. 26, 27 y 28. En las dos últimas se recogen los
valores de azúcares reductores producidos después de 48 horas de hidrólisis por gramo de
celulosa en función de la proporción de proteína.
En el caso de los sustratos no tratados <Solka Floc y O.ner¡’osunz> se observa que
para los valores más altos de actividad enzimática empleada se obtiene alrededor de un 60%
de hidrólisis de la celulosa, expresada como azúcares reductores producidos por gramo de
celulosa inicial (figura 27). La saturación del proceso hidrolitico puede ser debida a la propia
estructura del sustrato cuyas zonas cristalinas son difícilmente atacables, en su estado
nativo, por las enzimas, o a la acumulación de elevadas cantidades de glucosa y otros





























































0 05% 4 1% 0 2% A 4% X 8%
Figura 23: Efecto de la proporción de enzima <expresada como gramos de proteína por
100 g. de sustrato> en la producción de azúcares reductores durante la hidró-
lisis enzimática de Solka Floc HW-200.
Relación sólido-líquido: 5% (A) y 10% <B>.
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20 40 TIEMPO (horas)
1% 0 2% 5< 8%
Efecto de la proporción de enzima <expresada como gramos de proteína por
100 g. de sustrato> en la producción de azúcares reductores durante la hidró-
lisis enzimática de O.nervosum nativo.




































































































0 20 40 TIEMPO (horas)
4 1% 0 2% 5< 8%
Figura 25: Efecto de la proporción de enzima <expresada como gramos de proteína por
100 g. de sustrato> en la producción de azúcares reductores durante la hidró-
lisis enzimática de O.nervosunz pretratado con H202 en medio básico.


















































































































-9 —--- -- —~-.. ---4509 --—— -
60




















0 1 ________ ________ ---- _________
20 40 TIEMPO (horas)
C 0.5% * 1% <3 2% A 4% 5< 6%
Figura 26: Efecto de la proporción de enzima <expresada como gramos de proteína por
100 g. de sustrato> en la producción de azúcares reductores durante la hidró-
lisis enzimática de Qn eruosum pretratado con NaOH.
Relación sólido-liquido: 5% (A> y 10% <B>.
A
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Eficacia del complejo celulolitico (mg. azúcares reductores/UIEFI 1— —) y ren-
dimiento de la hidrólisis (mg. azúcares reductores/lOO mg celulosa> <—4 en
función de la relación enzima-sustrato <UIPF/g.celulosa inicial>.
Tiempo de hidrólisis: 48 horas.
Relación sólido-líquido: (e> 5% y (xl 10%.












































7,3 14,8 29.2 117,2
(¡TOE! celulosa
Eficacia del complejo celulolitico (mg. azúcares reductores/UIPE) <— —) y ren-
dimiento de la hidrólisis (mg. azúcares reductores/lOO mg celulosa) (—1 en
función de la relación enzima-sustrato <UIPF/g.celulosa inicial>.
Tiempo de hidrólisis: 48 horas.
Relación sólido-líquido: (.1 5% x’ (xl 10%.
Sustrato: <A) O. nervosum pretratado con H202 en medio
nert’osuru pretratado con NaOH.

































































































Cori los sustratos pretratados <figura 28) se consigue para las actividades más altas
rendimientos cercanos al 100% <expresados como azúcares reductores producidos por gramo
de celulosa inicial>, con lo cual se demuestra la capacidad de los pretratamientos para
modificar la estructura de los sustratos haciéndolos más accesibles a las enzimas
hidrolíticas.
En general, se observa que alrededor del 70% del máximo de hidrólisis conseguida se
obtiene para valores entre 2% y 4% de enzima, siendo necesario aumentar de 2 a 4 veces la
concentración de enzima para conseguir el 30% restante. Estos datos han servido como
base a la hora de fijar las actividades enzimáticas por gramo de sustrato <20 UIPF/g.
sustrato> en los estudios comparativos posteriores de la eficacia de pretratamiento sobre el
rendimiento de la hidrólisis.
Estos resultados deben tenerse en cuenta a la hora de diseñar procesos de hidrólisis
y decidir si resulta más interesante, desde el punto de vista técnico y económico, utilizar
mayor actividad de enzimas para obtener valores más altos de hidrólisis y por tanto, hidro-
lizados más concentrados con vistas a fermentaciones posteriores, o el elevado coste de las
enzimas aconseja su utilización en menor proporción a pesar de que el rendimiento final
disminuya.
El pretratamiento de la materia lignocelulósica previo a la hidrólisis con enzimas
tiene una influencia decisiva en el rendimiento de la misma. Puesto que los pretratamientos
utilizados en este caso fueron, seleccionados en base a datos de bibliografía sin que se
realizaran estudios de optimización de los mismos para la biomasa de O.nervosu,n, es de
gran interes la evaluación de la efectividad de diversos pretratamientos en función de su
incidencia en el rendimiento de la hidrólisis enzimática y en el coste global del proceso de
transformación. Por este motivo, en la segunda parte correspondiente a esta memoria se ha
hecho especial hincapié en el estudio del efecto de diferentes pretratamientos para la bioma-
sa de Onopordum neruosum en el rendimiento de la hidrólisis.
4.1.2.3. Estabilidad del complejo enzimático.
Dado que la temperatura óptima de acción de las enzimas celulolíticas es elevada y
que el proceso de hidrólisis debe llevarse a cabo durante un período largo de tiempo, es
importante conocer la estabilidad de la actividad enzimática de la preparación, a la tempera-
tura seleccionada como óptima. por si fuera necesario contrarrestar las posibles pérdidas de
actividad durante dicho proceso con adiciones sucesivas de enzima.
En nuestro caso, la estabilidad de la actividad del complejo ha sido evaluada en
solución, en condiciones similares a las del proceso de hidrólisis, y a la temperatura de 5000
seleccionada previamente como óptima. Los ensayos de termoestabilidad han sido llevados a
cabo durante 96 horas, con el fin de cubrir sobradamente la duración típica de un proceso de
hidrólisis enzimática <24-48 horas>.
—92—
En la figura 29, en la que se representan los valores de la actividad sobre papel de
filtro y de la frglucosidasa en las condiciones descritas, se observa que ésta última se
mantiene más o menos constante durante este período y que la actividad sobre papel de
filtro disminuye a partir de las 48 horas en aproximadamente un 25% del valor inicial.
En la bibliografía, se describen diferentes grados de desactivación térmica para
preparaciones celuloliticas procedentes de diferentes microorganismos. Así, por ejemplo, la
~-glucosidasa producida por Coriolus versieoior, cuyo pH y temperatura óptima de actua-
ción son 4.3 y 4500 respectivamente, cuando se incuba a 4500 pierde el 50% de la actividad
inicial al cabo de 20 horas y el 55% después de 45 horas de incubación. <Evans, 1985).
Rodríguez y col. <1988> describen para las enzimas celulolíticas producidas por bacte-
rias del género Cellulomonas, cuando se incuban en las condiciones óptimas de pH y tempe-
ratura, una pérdida del 77% de la actividad sobre papel de filtro y del 90% de la actividad
~-glucosidasa al cabo de 24 horas de incubación.
Según Saddler y col, quienes han estudiado la estabilidad térmica de las actividades
endoglucanasa. frglucosidasa y sobre papel de filtro de Trichoderma harzianus <1985>, la
vida media para las actividades de dichas enzimas es de alrededor de 15 horas en el caso de
la actividad PF y mucho menor para el caso de la actividad ~-glucosidasa. Utilizando el
mismo microorganismo. Macris y Galiotou-Panayoton <1986> encontraron valores de vida
media para la actividad Wglucosidasa de 1,1 días a 5000.
Por el contrario, la Wglucosidasa de Aspergil/us nige;- presenta bastante estabilidad
cuando se mantiene a 5000 y pH 5 durante prolongados tiempos de incubación. En estas
condiciones, más del 85% de la actividad se retiene después de 48 horas y el 22% después
de 120 horas <Dekker, 1986>.
La ~.glucosidasa de Alternada alternata presenta también elevada termoestabilidad
(vida media de 3,5 días, 1,8 horas y 10 minutos a 60v, 650 y 7000 respectivamente>
(Macris, 1984>.
En nuestro caso, los resultados obtenidos muestran una buena estabilidad enzimáti-
ca bajo las condiciones de hidrólisis, particularmente la ~-glucosidasa. la cual permanece
prácticamente constante después de 96 horas de incubación.
44.2.4. Estudios de inhibición por glucosa, celobiosa y etanol.
Se ha estudiado el comportamiento del complejo enzimático en la hidrólisis del
Onopordurn nen’osu.m en función de la concentración en el medio de productos finales de
hidrólisis como celobiosa y glucosa, así como de etanol, en previsión del comportamiento de
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TIEMPO (horas)
Figura 29: Variación de las actividades enzimáticas: 1 o 1 ~-glucosidasay 1 e 1 sobre papel
de filtro, en función del tiempo de incubación, a 500C. del complejo enzimático
producido por Trichoderma longibrachiatum Q M9414.
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resultados obtenidos (figura 30) muestran un aumento de la inhibición a medida que aumen-
ta la concentración de estos productos en el medio, así por ejemplo, con una concentración
de 5 mg/ml de glucosa la inhibición alcanzó el 10% mientras que a partir de 10 mg/ml ésta
fue superior al 60%. En el caso de la adición de celobiosa, los resultados ponen de manifies-
to la disminución en la producción de este disacárido probablemente debido a la inhibición
de la OBH. En cuanto a la inhibición por etanol de la producción de glucosa se observa que
es proporcionalmente mucho menor que la producida por una cantidad de glucosa equivalen-
te (cantidad de glucosa que produciría por fermentación esa concentración de etanol> lo cual
favorecería los procesos de fermentación simultáneos a la hidrólisis, en la que la glucosa
puede ser retirada del medio por acción de los microorganismos fermentativos y transforma-
da a etanol.
Para estudiar más detalladamente el efecto de la acumulación de los productos de
hidrólisis y la posibilidad de aumentar el rendimiento de la misma aumentando la concentra-
ción de enzimas o procediendo a retirar los productos del medio se realizaron sobre Solka
Floc, O.nervosum nativo y pretratado una serie de ensayos que se recogen a continuación.
El objeto de este estudio ha sido evaluar la capacidad máxima de hidrólisis del
complejo enzimático obtenido de T.longibraeh.iatnm en ausencia de fenómenos de inhibición
y utilizando concentraciones elevadas de enzima. Los tres tipos de ensayos se realizaron de
acuerdo a las siguientes estrategias:
1. Hidrólisis con una única dosis de enzima <20 UIPF/g sustrato>, sin retirada
de productos de hidrólisis.
II. Hidrólisis con tres dosis de enzima <20U1/g sustrato x 3>, añadidas cada 24
horas previa separación de productos de hidrólisis.
HL. Hidrólisis con tres dosis de enzima <20U1/g sustrato x 3>. añadidas cada 24
horas sin retirada de productos de hidrólisis.
Las diferentes estrategias para estudiar el comportamiento hidrolítico del complejo
enzimático se recogen en la figura 31.
Los resultados obtenidos se recogen en las figuras 32 y 33.
De estos resultados se desprenden las siguientes consideraciones:
- En el caso de sustrato nativo no hay diferencias considerables debido a que el factor
limitante de la hidrólisis es la propia estructura del sustrato.
- Para el resto de los sustratos estudiados el ensayo de tipo II es el que produce
mejores resultados debido a la eliminación del medio de reacción de los productos de hidró-














O ——-—-- - -





o .2 4 fi fi [0 ‘2
ETANOL <mg/~s4>
CV OLI<COSA -
Figura 30 Efecto de la adición de : (A) glucosa. <8> celobiosa y <CI etanol, en la produc-
ción de azúcares por hidrólisis enzimática del O. ,zeruosum.
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ENSAYO TIPO 1: RESIDUO
HIDROLISIS ENZIMATICA
SUSTRATO
72 h. 20 UIPF/g. HIDROLIZADO
En este ensayo se
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24 h. 20 UIFP/g.
HIDROLISIS ENZIMATICA

















análisis de glucosa y azúcares reductores.
Figura 31: Diferentes estrategias para estudiar










Figura 32: Producción de glucosa por hidrólisis enzimática.
































































































Figura 33. Producción de azúcares reductores por hidrólisis enzimática. Sustratos: <A>
Solka Floc HW-200, (B> O.nervosum pretratado y <0> O.nervosun¿ sin tratar.
20 40 60
ENSAYO E <3 ENSAYO III
Fempo (horas)
20 40 00




ENSAYO O <3 ENSAYO III
Tiempo (horas)
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- Se observa también que, en general, la diferencia entre el rendimiento global de
hidrólisis en el ensayo III 6 1 no es significativa a pesar de que en el primero de ellos Ja
cantidad de enzima es triple que en el segundo caso.
- Se demuestra con esto que la concentración de enzima utilizada (20U1/g sustrato)
no es un factor limitante en la reacción enzimútica estudiada y, que es la inhibición por
producto final la razón más importante en el desarrollo eficaz de la reacción hidrolítica.
4.1.2.5. Estudios cinéticos de la 8-glucosidasa del complejo
enzimático.
Los ensayos realizados para la determinación de los parámetros- cinéticos de la
actividad 0—glucosidasa se llevaron a cabo a 500C y pH 4.8 utilizando como sustratos:
celobiosa (sustrato natural) y p-nitrofenil- WD-glucopiranósido. El rango de concentraciones
empleado fue de 0,5-5 mM y 0,05-0.5 mM respectivamente. Los estudios cinéticos de la
actividad 0-glucosidasa con ambos sustratos muestran un comportamiento cinético de
Michaelis-Menten en ambos casos. En las figuras 34 y 35 se muestran las representaciones
de Lineweaver-Burk para cada uno de ellos. Asimismo, se ha estudiado el modelo de inhibi-
ción de esta enzima por glucosa, que ha resultado ser de naturaleza competitiva. Esto
supone la posibilidad de reducir el efecto inhibitorio aumentando dentro de ciertos límites la
concentración de sustrato. Los valores de Ki, utilizando pNPG y celobiosa como sustrato,
fueron determinados a partir de las representaciones de Lineawever-Burk.
En la tabla XIII se recogen las constantes calculadas experimen- talmente. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Evans (1985> para el caso de la 0-glucosidasa de
Corlo/ns versico/or. La baja Km aparente correspondiente a la frglucosidasa para el sustra-
to pNPG (Km = 0,095 mM> frente a la correspondiente para celobiosa (Km 2,62 mM>,
indica que la enzima presenta una mayor afinidad por el sustrato S-D-glucs ido sintético que
por la celobiosa, su sustrato natural, esta preferencia por el aril- 0-glucósido ha sido también
observada para 0-glucosidasas obtenidas a partir de otras especies (Wase y col,, 1985).
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1/Ls] mM<
Efecto de la concentración de glucosa sobre la actividad de la frglucosidasa
utilizando pNPG como sustrato. Representación de Lineweaver-Burk
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Efecto de la concentración de glucosa sobre la actividad de la ~-gIucosidasa
utilizando celobiosa como sustrato. Representación de Lineweaver-Eurk














Vmax (nmol/ml/min) 0,247 0,0041
Ki (mM) 2,56 0,8
TABLA XIII: Parámetros cinéticos
T. longibrachiatum 0M9414.
de la fr-Glucosidasa de
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4.2. Pretratamientos de la biomasa de Onooordum nervosum
.
Uno de íos aspectos fundamentales a tener en cuenta para el diseño y desarrollo de
un proceso de hidrólisis enzimática de celulosa es la aplicación de un pretratamiento efecti-
vo, cuya naturaleza dependerá, entre otros factores, del tipo de sustrato elegido. La presen-
cia de lignina y hemicelulosa así como la existencia de zonas cristalinas en las fibras
celulósicas hacen imprescindible pretratar por métodos físicos, químicos- o biológicos los
sustratos celulósicos antes de efectuar su hidrólisis, con objeto de alterar su estructura y
facilitar el posterior ataque por las enzimas.
Por este motivo, uno de los principales objetivos en el desarrollo del trabajo recogido
en esta memoria ha sido la evaluación de diferentes pretratamientos de la biomasa lignoce-
lulósica de O. nertosiuin con objeto de seleccionar aquellos que ofrecieran mejores resultados
desde el punto de vista del aumento del rendimiento de la posterior sacarificación de dicho
material.
En general y dada las características químicas y estructurales de los materiales
lignocelulósicos. los requisitos que deben cumplir los tratamientos previos a un proceso de
hidrólisis enzimática serían:
- reducción de la cristalinidad de la celulosa.
- deslignificación de la biomasa.
- aumento de la densidad de la biomasa.
- bajos costes económicos.
- bajos inputs energéticos.
- posibilidad de aprovechamiento de las fracciones de hemicelulosa y
lignina separadas de la celulosa.
En nuestro caso, el efecto de los pretratamientos sobre el material lignocelulósico se
ha evaluado a dos niveles diferentes. En primer lugar, sobre la pérdida de material ocurrida
como consecuencia del tratamiento y sobre la composición del residuo obtenido. En segundo
lugar, se ha estimado la modificación experimentada en la fracción celulósica. por el incre-
mento de su susceptibilidad al ataque enzimático.
La pérdida de material se ha evaluado a partir del porcentaje de dicho materia][
remanente después del tratamiento así como de la composición del residuo en celulosa.,
lignina y cenizas.
-104--
El éxito de un pretratamiento se podría valorar por la cantidad de enzima necesaria
para obtener un grado razonable de hidrólisis o comparando el valor de sacarificación obte-
nido utilizando concentraciones de celulasas relativamente bajas (=1UIPF/ml> y bajas rela-
ciones enzima-sustrato (=20UIPF/g sustrato>. Este segundo sistema es el que se ha
utilizado en nuestro caso dado que estas condiciones proporcionan una medida más sensible
del efecto de pequeños cambios en las condiciones del pretratamiento en la digestibilidad
enzimática.
El rendimiento de hidrólisis se calculó a partir de los azúcares reductores y glucosa
liberados en el medio de reacción y se expresó utilizando dos indicadores diferentes: eficien-
cia de sacarificación y porcentaje de conversión de celulosa en glucosa.
La eficacia de sacarificación hace referencia a la susceptibilidacf de un sustrato,
nativo o pretratado, a la hidrólisis por celulasas. Se calculé a partir de la glucosa liberada y
la glucosa potencialmente liberable mediante la expresión:
ES = Gp/Gr
Donde:
Gp es el porcentaje de glucosa liberada después dc 48 horas de hidrólisis de un sustrato
(basado en el peso seco de este sustrato>
Gr es el rendimiento teórico máximo de glucosa de ese sustrato. calculado por el método
analítico de PuIs que se recoge en el apartado correspondiente del capítufli de Materiales y
Métodos.
El porcentaje de conversión de celulosa hace referencia no sólo a la susceptibilidad
de hidrólisis de un material pretratado sino que incluye también el efecto de posibles pérdi-




Gp es el porcentaje de glucosa liberada después de 48 horas de hidrólisis de un sustrato
(basado en el peso seco de ese sustrato>.
r es el porcentaje de sustrato inicial (como peso seco> recuperado después del
pretratamiento
Gi es el rendimiento teórico máximo de glucosa en el sustrato nativo, calculado por el
método de PuIs.
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4.2.1. Composición de la materia prima.
Para la realización del análisis de la composición química, la biomasa de O. nervosum
secada a 600C fue previamente triturada en un molino con un paso de malla de 2 mm.
Los análisis de la materia prima realizada según los métodos descritos en el apartado
3.32. figuran en la tabla XIV. Como queda reflejado en dicha tabla, la biomasa de
O.nervosnm está formada principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, que en su
conjunto, constituye alrededor de un 65% del peso seco de su materia yun contenido en
cenizas próximo al 10%.
4.2.2. Pretratamientos ensayados.
4.2.2.1. Molienda.
Como pretratamiento previo a cualquier otro, se ha estudiado la influencia del grado
de molienda de la lignocelulosa del cardo nativo sobre el incremento de la accesibilidad de
las enzimas al sustrato.
Los resultados obtenidos en esta primera etapa indican que el grado de molienda, no
afecta en gran medida a la producción de glucosa y ¿inicares reductores en la hidrólisis
enzimática <tabla XV>, al menos en el rango de tamaño de partícula estudiado (0.25-2 mml.
Por ello, la biomasa de cardo utilizada para el estudio posterior de pretratamientos fue
molida y recogida a través de un tamiz de malla de 2 mm.
Comportamiento similar ha sido observado por otros autores. ~¶VIcDona1dy col.
(1983>, estudiaron el efecto del tamaño de partícula en la producción de azúcares reductores
por hidrólisis enzimática a las 48 horas sobre zuros de maíz, encontrando que ésta es
independiente del tamaño de partícula en el rango estudiado (45-300 pm>. Rivers y Ernert
(1988>, utilizando sustratos tales como bagazo de caña de azúcar y paja de trigo, no encuen-
tran que el tamaño de partícula sea un factor principal en la hidrólisis enzimática en el

















Azúcares reductores 49,97 2,14
Xilosa 11,84 1,32
Arabinosa 2,36 1,50
Lignina <ason 20,36 2,45
Cenizas 10,42 1,25
TABLA XIV.Composiciófl quimica de la biomasa del cardo O. neruos tun. Los valores estan
expresados en porcentaje respecto a peso de biomasa seca. -
Vm valor medio.




























TABLA XV. Influencia del grado de molienda en a producción




4.2.2.2.1. Pretratamiento con hidráxido sádico.
Hasta hace relativamente pocos años, el tratamiento con sosa caústica era aplicado
fundamentalmente para aumentar la digestibilidad de los materiales lignocelulósicos utiliza
dos para alimentación de ganado. Diversos autores han estudiado el efecto del tratamiento
con hidróxido sódico sobre la composición quimico-bromatológica y la digestibilidad de sub
productos agrícolas y agroindustriales, con especial hincapié en las pajas de cereales, y la
mayoría de estos estudios coinciden en afirmar que el efecto más importante es el cambio en
la proporción relativa de los componentes de la pared celular, reduciéndose, en general, la
fibra neutro detergente. Sin embargo dichos efectos dependen del tipo de tratamiento.,
concentración de álcali, temperatura, tiempo de actuación, lavado posterior (Rexen y col..,
1976: González Santillana, 1978>. Así, una paja embebida en NaOH al 5,8% durante 48
horas incrementa su digestibilidad “in vitro” desde un 38,7 hasta un 46,3% (Hadjipanayo
tou. 1984>. El tratamiento con NaOH al 1.35% del bagazo de caña de azúcar durante 18
horas a temperatura ambiente produce un aumento de la digestibilidad “in vitro” de la
materia orgánica de 197 (g MO/Kg bagazo seco> a 601 <g MO/Kg bagazo seco> (Plaync.,
1.984>.
Es bien conocido el efecto de una solución de hidróxido sódico (de aproximadamente
10%> sobre la celulosa nativa: se produce hinchamiento, que se traduce en aumento del área
superficial interna, disminución del grado de pobmerizacion. disminución del índice de cris-
talinidad, separación de los elementos estructurales, lignina y carbohidratós, y formación de
una celulosa que difiere considerablemente de la primitiva, la nueva celul6§a se hidroliza un
40% más rápidamente que la original (Millet y col., 1954>.
Los distintos sustratos responden de forma diferente al tratamiento con NaOH. No
existe uniformidad de respuesta para las distintas especies vegetales, si bien, parece que
está relacionada con su contenido en lignina. Así, por ejemplo. Feist y col. (1970) observan
que la digestibilidad de las maderas blandas, maderas con alto contenido en lignina, aumen-
ta solo ligeramente con el tratamiento con NaOH. mientras que la digestibilidad de algunas
maderas duras y otros materiales lignocelulósicos, con bajo contenido en lignina, aumentan
significativamente con un tratamiento con NaOH. Aunque el hidróxido sódico tiene un
efecto muy marcado sobre maderas duras y paja. tiene, sin embargo. poco efecto en la
digestibilidad del algodón, los resultados presentados por Moore y col. (1972> muestran que
el porcentaje de azúcares reductores (expresados como glucosa) no varían tuando el algodón
sufre un tratamiento alcalino.
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En el presente apartado, se ha estudiado el efecto del pretratamiento alcalino con
NaOH en el rendimiento de la hidrólisis enzimática del O. nervosnm. Las variables estudia-
das: temperatura, concentracion de álcali y tiempo de pretratamiento, fueron elegidas tra-
tando de minimizar los costes asociados a la cantidad de álcali y consumo energético
durante el pretratamiento.
Recuperación de material inicial.
Dadas las características químicas del pretratamiento y del sustrato se controlaron
las pérdidas de material sufridas en esta etapa, identificándose en las tablas como porcenta-
je de recuperación de material inicial (r).
En las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX se muestran los valores de porcentaje de
recuperación de material inicial para las distintas condiciones estudiadas: Como se puede
observar, la solubilidad del sustrato en soluciones alcalinas es mayor cuanto mayor es la
temperatura de tratamiento y tiempo de] mismo. El residuo final obtenido, disminuye nota-
blemente cuando el tratamiento fue efectuado con concentraciones de NaOH del 2%. Es
evidente, además, que la solubilización ocurre sobre todo durante los primeros minutos. A
1000C, por ejemplo, y para concentraciones de álcali del 1 y 2 % se producen el 73% y el
85% respectivamente de las pérdidas máximas ocurridas en cada caso durante los 10
primeros minutos, A partir de este momento se produce una pérdida gradual durante los
siguientes 30 minutos. Esta rápida solubilización inicial fue característica para todos los
rangos de temperatura y concentración de álcali estudiados.
Podemos también señalar, que cuando las condiciones en las que se realizó el pretra-
tamiento fueron suaves, es decir aquellos pretratamientos realizados a temperatura ambien-
te durante 90 minutos y en ausencia de álcali, se produce una solubilización del 23,25%
aumentando ésta al 32,9% cuando la temperatura de pretratamiento se elevó a 1500C.
En las condiciones más severas de pretratamiento (1500C, 2% N~OH y tiempo 90
minutos> se produce hasta el 61,16% de la solubilización del material lignocelulósico.
Comportamiento similar fue observado por McDonald y col. (1983) cuando realizaron
el tratamiento con NaOH sobre zuros de maíz. En las condiciones estudiadas por estos
autores, rango de concentración de NaOH 0-2%, temperatura <100-1500C> y tiempo de
pretratamiento (1-60 mm.), se observa también que el grado de solubilización depende de la
severidad del pretratamiento siendo los principales factores que influyen: tiempo, concentra-
ción de álcali y temperatura. Durante los primeros 10 minutos se produce el 85% de la
solubilización. Los mismos autores, obtienen un rango de solubilización de 55-65% con
tratamiento con NaOH (1-2%> y temperatura (100~150oC>; en ausencia de álcali el rango de
solubilización fue de 18-28%.






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Para este pretratamiento se realizó un rastreo previo de diferentes condiciones de
temperatura, concentración y tiempo. De los 56 tipos de ensayos realizados, que se recogen
en las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX, se seleccionaron 27 para la realización del estudio
más detallado del patrón de solubilización durante el pretratamiento. En la tabla XX se
recogen los valores de composición (glucosa, azúcares reductores y lignina> expresados en
porcentaje con respecto a materia seca para cada uno de los residuos obtenidos después de
los tratamientos alcalinos seleccionados. En la tabla XXI se muestran los porcentajes de
recuperación de los diferentes componentes analizados sobre el residuo, así como los rendi-
mientos de hidrólisis enzimática evaluados como eficacia de sacarificación (%>. El análisis de
la varianza según diseño factorial 3x2x3 se muestra en el anexo III.
Este tipo de pretratamiento solubiliza fundamentalmente lignina y hemícelulosa (es-
timada a partir de la disminución de los azúcares reductores>. La solubilización de lignina
llega en las condiciones más drásticas al 61,58%.
La solubilización fundamentalmente de hemicelulosa y lignina por la acción del hi-
dróxido sódico ha sido observada por numerosos autores. Probablemente, ello es debido a la
ruptura de las uniones éster entre la lignina y xilano (Rivers y Emert, 1988; Gharpuray y
col., 1983>.
Con respecto a la recuperación de glucosa, ésta disminuye significativamente al
aumentar la temperatura y concentración de álcali, siendo esta disminución bastante rápida
sobre todo en los primeros 30 minutos, y no encontrándose diferencias significativas a partir
de los 30 minutos (entre los 30 mm. y 90 mm.>. El análisis de la varianza, según diseño
factorial 3x2x3, indica que la interacción temperatura-concentración de NaOH y
temperatura-tiempo de pretratamiento resultan muy significativas (p<O.OOl> y la interac-
ción concentración de álcali-tiempo de pretratamiento resulta significativa (p<O,O1>.
En las condiciones más severas <1500C, 2% NaOH y 90 mm.> se recupera solamente
el 49,07% de la glucosa en el residuo.
Por otra parte, la fracción de lignina es la más solubilizada por efecto del tratamien-
to, aunque como hemos comentado, en condiciones extremas se puede llegar a solubilizar
cerca del 50% de la celulosa. Aunque la deslignificación aumenta con la severidad del
pretratamiento, no se observan diferencias significativas en la recuperación de lignina cuan-
do la temperatura utilizada en la realización del pretratamiento se eleva por encima de 120
0C. además, la deslignificación mayoritaria se produce durante los primeros 10 minutos del
pretratamiento, no produciéndose una disminución significativa a partir de los 30 mm.
(entre 30 y 90 minutos). La deslignificación a 1000C es más lenta. Podemos observar que el
efecto único de la temperatura no produce deslignificación. ésta sólo se produce cuando el
efecto temperatura se combina con el efecto de adición de álcali, tal como se puede observar
a partir de los valores obtenidos para cada una de las condiciones de températura estudiadas




























































































































































































TABLA XX Porcentaje de recuperación del material inicial (expresado como peso seco)
después del pretratamiento (r> y composición de los residuos sólidos para las
disflntas condiciones de pretralamiento alcalino con hidróxido sádico ensayadas



























































































































































































Tabla XXI. Efecto del pretratamiento alcalino con hidróxido sódico en la recuperación de
glucosa, azúcares reductores y lignina Efecto en el rendimiento de la hitirólisis
enzimática expresado como porcentaje de eficiencia de sacarificación
Vm = valor medio. Cv = coeficiente de variación (%) n = 4
—1.18—
Cuando comparamos los distintos pretratamientos llevados a cabo a altas temperatu-
ras (1000, 1200 y 15000) se observa que la interacción de los efectos combinados
temperatura-concentración de álcali influyen de forma significativa (p=O,05)mientras que
las interacciones temperatura-tiempo de pretratamiento y concentración de álcali-tiempo de
pretratamiento resultan muy significativas (p=0,001).
El comportamiento con respecto a la recuperación en azúcares reductores es similar
a aquél que se produce en la recuperación de la glucosa.
En condiciones relativamente suaves, por ejemplo, a 1000C, 10 mm. y 1% NaOH, la
recuperación de sólidos fue del orden del 65 %, la eliminación de lignina fue del orden del
25,76% y la pérdida de celulosa del 10,91%.
Cuando se compararon nuestros datos con aquéllos obtenidos por otros autores para
materiales lignocelulósicos de composición similar al O. nervosum observamos ligeras dife-’
rencias. Así, por ejemplo, para el tratamiento con NaOH al 1% a 12000 durante 90 minutos
en el caso de la paja de trigo, Gharpuray y col. (1983) obtienen un 50% de solubilización por
efecto del tratamiento, y pérdidas de celulosa. hemicelulosa y lignina del 40%, 60% y 85%
respectivamente. En estas mismas condiciones, con O. nervosum encontramos que se soln-’
biliza el 55,3%. siendo las pérdidas de celulosa y liguina del 37,6% y 39.64%
respectivamente.
Pérdidas menores de celulosa fueron obtenidas con pretratamiento alcalino de zuros
de maíz <McDonald y col., 1983). En el tratamiento alcalino con NaOH al 1%, a 15000
durante 15 minutos, se pierde el 15% de la celulosa, mientras que en el caso del O,
nervosum en las mismas condiciones de temperatura y concentración de NaOH, pero con un
tiempo de pretratamiento de 10 mm., las pérdidas de celulosa encontradas por nosotros:
fueron del 36%.
Rendimiento de la hidrólisis enzimótica.
Como se ha dicho anteriormente la eficacia de un pretratamiento viene dada por e]L
incremento en la hidrólisis enzimática que experimenta un determinado sustrato celulósico,,
Para su determinación se evaluó la glucosa producida, a partir de la cual se calcularon las
eficiencias de sacarificación y eficacia de conversión de celulosa en glucosa de acuerdo con
las definiciones antes señaladas.
Producción de glucosa.
Los resultados correspondientes a la producción de glucosa y azúcares reductores
(expresados como mg/lOO mg sustrato> después de una hidrólisis enzimática durante 48
horas aparecen en las tablas XVI. XVII, XVIII y XIX. En el anexo III se muestra el ánalisis
de varianza de los datos correspondientes al rendimiento de la hidrólisis enzimática.
—un--
En general, para todas las condiciones de pretratamiento realizadas se produce un
aumento en la producción de glucosa por hidrólisis enzimática. El estudio estadístico indica,
que los valores máximos de dicha producción se encuentran a temperaturas de 1000C
produciéndose por encima de ésta una disminución significativa (p<0,OOl) en la producción
de glucosa. Las diferentes concentraciones estudiadas no dan lugar a resultados significati-
vamente diferentes, aunque la interacción de los efectos temperatura-concentración de álcali
resulta muy significativa (p=0,001). También resultan muy significativas (p=O,001>las
interacciones concentración de álcali-tiempo y temperatura-tiempo. El tiempo de pretrata-
miento tiene también un efecto significativo, los valores más altos se obtienen cuando éste
fue menor, no encontrándose, sin embargo, disminución significativa para tiempos largos
(30-90 minutos).
McDonald y col. (1983>. estudiaron el efecto del pretratamiento alcalino en la produc-
ción de azúcares reductores por hidrólisis enzimática de zuros de maíz§encontrando que
ésta disminuye con el tiempo de pretratamiento, aumentando ligeramente al aumentar la
concentración de NaOH <0-2%> a tiempos cortos, ello es debido probablemente a la solubilí-
zación de la hemícelulosa y celulosa con lo que se produce una disminución en los azúcares
potenciales del residuo.
Eficacia de sacarifico ción y conversiones de celulosa en glucosa.
Con respecto al rendimiento en la hidrólisis enzimática, se observa que cuando el
pretratamiento se realizó a temperatura ambiente (25W> durante 90 mm., aquél aumentó al
aumentar la concentración de álcali. Así, cuando la concentración de álcali utilizada fue del
2%, la eficacia de sacarificación (ES%> y la conversión de celulosa (CC%> se multiplicaron
por un factor de 2,72 y 1.68 respectivamente con respecto a los valores correspondientes al
sustrato no tratado.
La conversión de celulosa en glucosa (%> a temperaturas elevadas (100,1200 y
150W) en general disminuye al aumentar la concentración de álcali del 1 al 2 %. Cuando se
estudia la variable tiempo, se observa que su efecto tanto sobre la conversión de celulosa
como sobre la eficiencia de sacarificación, va a depender de la temperatura del proceso. A
100W, las conversiones, en líneas generales, aumentan hasta los 60 mm., transcurridos los
cuales comienzan a disminuir. Sin embargo, para temperaturas más elevadas <120 y 1500C>,
es a partir de los primeros 10 mm. cuando la conversión de celulosa comienza a disminuir,
concretamente a 150W y tiempos superiores a 10 mm. se produce una disminución conside-
rable de ésta así como de la eficacia de sacarificación. llegando incluso a obtenerse valores
muy por debajo de los obtenidos para el material sin tratar (1500C. 30-90 mini.
Los valores más altos de hidrólisis a 48 horas fueron encontrados cuando el pretra-
tamiento se realizó en condiciones suaves (1000,1200, 150W durante 10 mm. y concentra-
ción de álcali del 1%). En estas condiciones y a 150W. los valoreg de eficiencia de
sacarificación y conversión de celulosa alcanzaron el 78,08% y el 50.60% respectivamente.
—120—
De los resultados expuestos. se puede asegurar que con el pretratamiento alcalino, se
aumenta significativamente la digestibilidad enzimática, pero desgraciadamente a costa de
importantes pérdidas de materia seca y por tanto, de azúcares potenciales durante el
pretratamiento.
En la tabla XXII se comparan los rendimientos de hidrólisis enzimática de la bioma-
sa de O. nervosum obtenidos con los pretratamientos óptimos en este trabajo con los citados
por otros autores para diferentes sustratos lignocelulósicos.
Debido a las diferentes condiciones de trabajo mostradas en dicha tabla es difícil
establecer, con los datos que se ofrecen en ella, comparaciones sobre la facilidad de hidrólisis
enzimática de la celulosa de los distintos materiales citados. Sí se puede constatar, sin
embargo, la eficacia del pretratamiento, cuando se seleccionan adecuadamente las condicio-
nes de operación, para conseguir altos rendimientos de degradación de la fracción de celulo-










































































































































































































































42.2.2.2. Pretratamiento con hidróxido cálcico.
Aunque los datos publicados sobre la utilización de hidróxido cálcico para mejorar la
digestibilidad de residuos agrícolas, en general, parecen indicar que este de tipo agente
químico no es tan efectivo como la utilización del hidróxido sódico, se han obtenido algunos
resultados, como los publicados por Winughogo y col. (1984> sobre paja de arroz, que indican
que el tratamiento con este tipo de reactivo puede ser incluso más efectivo que el tratamien-
to con hidróxido sódico, realizado en condiciones similares. Estos autores recomiendan la
utilización de una concéntración 1,8 veces superior a la utilizada de hidróxido sádico siendo
suficiente la impregnación del material durante 24 horas. En estas condiciones y utilizando
20 g Ca(OH)2/l00 g de paja de arroz, la digestibilidad “in vitro” aumentó desde el 40% para
el sustrato sin tratar, hasta el 59% en el caso del sustrato tratado. Resultados similares se
obtuvieron cuando se valoró la digestibilidad en rumiantes (Ibrahim y Pearce, 1984>. DeI
mismo modo, el tratamiento con altas concentraciones de Ca<OH>2 (300g/Kg sustrato> del
bagazo de caña de azúcar supone un incremento de la digestibilidad de 197 a 724 (g MO’
digeridaf Kg materia seca) <Playne, 1984>.
La utilización de Ca(OH)2 podría ser interesante para aumentar la digestibilidad de
sustratos lignocelulósicos. debido a su bajo coste. flatos recogidos en la bibliografía mues-
tran que el hidróxido cálcico supone, dependiendo del país, solamente del 7 al 20% de][
precio del hidróxido sódico por tonelada (Playne, 1984>, Otras ventajas adicionales de la
utilización de hidróxido cálcico con resiiecto a la sosa cáustica es su menor efecto corrosivo.,
facilidad de manejo y la posibilidad de la recuperación de este tipo de reactivo una vez
efectuado el pretratamiento, aprovechando la baja solubilidad de este compuesto en agua.
El pretratamiento alcalino con hidróxido cálcico sobre la biomasa del cardo
O.nevosum se estudió utilizando 2 concentraciones de álcali 0,2 y 1,8%; tres temperaturas
diferentes 4, 25 y 100~C y tiempos de pretratamiento de 24 y 48 horas para los realizados
a 4 y 25W y 10 y 30 minutos para el efectuado a 100W. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla XXIII.
Aunque la solubilización y la pérdida de celulosa fueron menores para este pretrata-
miento que para el realizado con hidróxido sádico, la eficacia de la hidrólisis enzimática fue
no solo menor que para el sustrato pretratado con sosa cáustica, sino que incluso, los valores
de hidrólisis enzimática obtenidos fueron en todos los casos significativamente inferiores a
los del material no tratado indicando la ineficacia de este tratamiento sobre la biomasa del

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































42.2.3.1. Pretratamiento con peróxido de hidrógeno.
En la Naturaleza, la lignina es degradada por distintos microorganismos. Aunque el
mecanismo de la degradación natural de la lignina es desconocido, se sabe, sin embargo, que
el peróxido de hidrógeno juega un papel importante. Es bien conocido que el H202 es capaz
de reaccionar con la lignina, y de hecho esta propiedad se ha aplicado para el blanqueo de
pulpa de madera con alto contenido en lignina. Parece ser, que la especie capaz de oxidar la
lignina no es el H202, sino que se debe al radical hidroxilo (HO.) que se forma durante la
degradación del 11202 con el anión peróxido:
8202 -í- ROO— z H0~ -4- 02- + 820
Esta reacción es fuertemente dependiente del pH. con un intervalo óptimo entre 11,5 y
11.6, que corresponde al pKa de la reacción de disociación del H202:
11202r 8’- + 800—
La utilización de 11202 en medio alcalino ha sido aplicado como pretratamiento de biomasa
procedente de residuos agrícolas. Así, Gould y Freer (1984) tratando paja de trigo y zuros de
maíz con 11202 al 1%, pH 11,5 y temperatura ambiente durante 18-24 horas, se produce
aproximadamente el 50% de deslignificación, eliminándose prácticamente toda la hemicelu-
losa y recuperándose en el residuo toda la celulosa. El residuo obtenido después del pretra-
tamiento puede hidrolizarse enzimáticamente con una eficacia del 90% (basado en el
contenido de celulosa del material de partida>.
En este trabajo, se ha pretratado la biomasa de O.nervosum utilizando las condicio-
nes óptimas descritas por Gould para paja de trigo (H202 al 1%, pH 11.5; 25W. 24 horas>.
Los resultados obtenidos en este caso fueron los siguientes:










Rendimiento de hidrólisis enzimatica:
mg Glucosa/lOO mg sustrato: 21,94±0,76
mg Azúcares reductores/lOO mg sustrato: 34,07±0,67
Eficacia de sacarificación (%): 54,91
Conversión de celulosa en glucosa (%): 31,17
Como se puede observar, la eficacia de sacarificación se multiplica por un factor de
2.4 respecto al sustrato nativo y, se produce además una elevada deslignificación (58,3%>.
Sin embargo, y como consecuencia de las elevadas pérdidas de celulosa 442,6%>, la eficac¡a
global del proceso disminuye considerablemente, expresada como porcentaje de conversión
de celulosa en glucosa.
En la tabla XXIV y con objeto de establecer una comparación con los resultados
obtenidos por otros autores para diferentes sustratos lignocelulósicos pretratados con 11202
se recogen los valores de eficiencia de sacarificación obtenidos para dichos sustratos así
como el correspondiente a O.nervosum. En ella, se puede observar la fuerte dependencia del
tipo de sustato lignocelulósico para unas condiciones similares de pretratamiento. La efica-
cia de sacarificación obtenida sobre O. n<”r,osunz es comparable a la obtenida por Oould


































































































































































































































































4.2.2.3.2. Pretratamienta can hipoclorito sádico.
El tratamiento con hipoclorito sódico está descrito en la bibliografía como muy efectivo para
producir deslignificación en materiales lignocelulósicos tales como bagazo de caña de azúcar
y tallo de algodón (Naim y col., 1986>. Este tratamiento se llevó a cabo sobre O. nervosum
empleando una solución de hipoclorito sódico de tal forma que la relación gramos de cloro
por gramo de sustrato a pretratar fuera de 0,7 6 0,9.
En la tabla XXV, se recogen los resultados obtenidos de porcentaje de recuperación de[
material inicial <r> de los residuos sometidos a las dos condiciones estudiadas de pretrata-
miento alcalino con hipoclorito sódico. En la misma tabla se recogen además, las composi-
clones de los residuos obtenidos después del pretratamiento. La pérdida de material es en
ambos casos de un 30%. valor comparable a los obtenidos en bagazo de caña de azúcar y
tallo de algodón <alrededor del 26% en ambos casos> por Naim y col. (1986> en condiciones
similares de tratamiento.
En la tabla XXVI, se recogen los datos de recuperación de los componentes mayoritarios de
la biomasa expresados como recuperación referidos a material inicial. Los resultados mues
tran un alto porcentaje de deslignificación <31% cuando se utilizó 0.7 g C12/ g sustrato y
40% cuando se utilizó 0,9 g C12/ g sustrato>, sin embargo, no se consigue el efecto de
deslignificación total obtenido en estas mismas condiciones para los sustratos lignocelulósi’-
cos anteriormente mencionados.
Los valores de producción de glucosa y azúcares reductores, expresados como mg/lOO mg
sustrato después de 48 horas de hidrólisis, así como los valores de eficiencia de sacarifica-
ción y conversión de celulosa se recogen en la tabla XXVII. Como se puede observar e.l
rendimiento de hidrólisis (expresado como producción de glucosa en el medio de reacción
después de 48 horas> experimenta con este tipo de pretratamiento un incremento de 1,98 y
2,44 veces respecto al sustrato nativo para las relaciones g de C12 /g de sustrato de 0,7 y 0.9
respectivamente. Estos valores son similares a los obtenido por EI-l9iwany y col. (1986>
sobre cáscara de arroz tratada con clorito sódico.
El incremento de la eficacia de sacarificación. con respecto al sustrato no tratado. fue de
2.15 y 2.46 para las dos condiciones estudiadas. Los datos recogidos en la bibliografía con
respecto al incremento de este índice por efecto del tratamiento con hipoclorito sódico
muestran valores diferentes, dependiendo del tipo de sustrato. Así, por ejemplo, el bagazo












































































































































































































































































































































































































































































































































































para el sustrato nativo hasta 67% para el pretratado, mientras que, el tallo de algodón
aumenta desde 0,6% hasta el 29% en el caso del sustrato pretratado. Tales variaciones en
el comportamiento de los distintos sustratos podrían relacionarse con las estructura fisico-
química de los constituyentes celulósicos y con la especificidad enzimática por el sustrato
(Naim y col., 1986)
—132—
4.2.1.4. Pretratamiento ácido.
La utilización de ácido sulfúrico diluido (0,2-2%) a temperaturas moderadas <100-
140W> en el tratamiento prehidrolitico de la madera, fue propuesto por Schñller en 1923
como modificación de su sistema de percolación a presión (Sehóller, 1961). Posteriormente
tanto ácidos minerales como orgánicos han sido empleados satisfactoriamente en los pretra-
tamientos de diferentes sustratos lignocelulósicos. La acción principal de los ácidos diluidos
a temperatura moderada sobre la lignocelulosa es la de solubilizar la fracción de hemicelulo-
sa permaneciendo prácticamente inalterado su contenido en lignina y celulosa. Estos pretra-
tamientos son así aconsejables para los materiales con un gran contenido en hemicelulosas
y, son aplicadas como fase inicial o prehidrólisis de los procesos de hidrólisis de materiales
lignocelulósicos para obtener un máximo aprovechamiento de azúcares.
La prehidrólisis de madera de álamo y paja de trigo con ácido sulfúrico a temperatu-
ra moderada <120-160W> y alta temperatura (180-2300C> se ha descrito como un pretrata-
miento eficaz para aumentar la digestibilidad de la celulosa por el complejo enzimático
producido por mutantes del hongo T¡-icl¡odernia reesel <Grohmann y col., 1984; 1985; 1987;
1989; Grethlein y col., 1984; Torget y col., 1990).
En general, se ha descrito que este tipo de pretratamiento es eficaz para el caso de
maderas duras y no en el caso de maderas blandas (Grethlein y col., 1984>.
Según Grethlein (1985) el pretratamiento con ácido diluido crea poros en la madera,
los cuales son suficientemente grandes como para que puedan penetrar las moléculas de
enzima y de esta forma acceder a la fibra de celulosa. Estos poros se producen probablemen-
te por eliminación de la hemicelulosa y condensación con la lignina.
Wilke y col. <1981), recomiendan la utilización de 0,9% de H
2S04 para la elimina-
ción de las hemicelulosas de zuros de maíz y para distintas pajas, previa a la hidrólisis
enzimática. Cuando este tratamiento se lleva a cabo a 100W durante 5 horas y media, el
40-80% de los pentosanos se transforma en pentosas. La producción de hexosas por hidró-
lisis enzimática aumenta del 20 al 70% sobre la obtenida sin pretratamiento.
En nuestro caso el pretratamiento de O.neruosun¿ en medio ácido se ha llevado a
cabo utilizando ácido clorhídrico, sulfúrico y acético en distintas condiciones de concentra-
ción y temperatura.
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4.2.2.4.1. Pretratamienta con ácida clorhídrica.
En la tablas XXVIII, XXIX y XXX se recogen los resultados obtenidos en cuanto a
recuperación de material inicial (r) y rendimientos de la hidrólisis enzimática para los distin’
tos condiciones de tratamiento.
Para el tratamiento realizado a 25W el rango de recuperación de sólidos fue de
70-75,5%, mientras que para el realizado a 1000C, fue de 34,5-55,5%.
Con respecto a la producción de glucosa (expresado como mg/lOO mg de sustrato),
no se producen aumentos significativos con respecto a la obtenida por hidrólisis enzimática
del cardo nativo (alrededor de 8 mg/lOO mg sustrato) para los pretratamientos realizados a
25W. A medida que se aumenta la temperatura de pretratamiento, conceptración de ácido
utilizado y tiempo de tratamiento, la producción de glucosa por hidrólisis enzimática aumen-
ta, llegándose en las condiciones más favorables <1000C, 5% HCI y 5 h.) a multiplicarse PO!.
2,4 con respecto al sustrato nativo. Sin embargo, si se tienen en cuenta las pérdidas de
material que se producen por el efecto del pretratamiento, se obtuvieron rendimientos
expresados como porcentaje de conversión de celulosa en glucosa similares al obtenido sin
tratar (25,8%>.
En las condiciones más favorables de pretratamiento con ácido clorhídrico en el
rango estudiado (1% HCl, 100 “C y 5 horas> se obtuvo una recuperación de sólidos del 50%.
una producción de glucosa por hidrólisis enzimática de 17,37 mg/lOO mg sustrato y una
eficiencia de sacarificación del 27.78%.
4.2.2.4.2. Pretratamienta can ácido sulfúrica.
En la tabla XXXI se recogen los resultados obtenidos para el tratamiento con ácido
sulfúrico en las diferentes condiciones estudiadas. El rango de recuperación de material
inicial (r) obtenido fue de 45,4-71,4%.
Con respecto a la producción de azúcares por hidrólisis enzimática a bajas concentra-
ciones de 112504 (0,2 y 0,5%) no se obtuvo aumento significativo, mientras que a concentra-
ciones de ácido más elevadas 1 y 5% la producción aumentó obteniéndose un incremento del
80% con respecto al sustrato nativo. En el caso de la utilización de ácido sulfúrico, el efecto
sobre la conversión de celulosa en glucosa es más evidente, obteniéndose en todos los casos
valores de conversión menores que el correspondiente al sustrato sin tratar debido a las
pérdidas de material que se producen por efecto del pretratamíento.
4.2.2.4.3. Pretratamiento can ácido acética.
En la tabla XXXII, se recogen los valores obtenidos para cada una de las condiciones
estudiadas. La recuperación de material inicial es mayor que en el caso del ácido clorhídrico















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































que en los casos anteriores, sin embargo se obtienen mayores conversiones de celulosa en
glucosa (%) debido a la menor pérdida de material por efecto del tratamiento, especialmente
en el caso del tratamiento a 70W.
En las condiciones más favorables (70W, 1% y 3 horas), la recuperación de sólidos
fue del 74,0%, la producción de glucosa de 15,9 mg /100 mg sustrato, obteniéndose una
eficiencia de sacarificación del 38.06% que corresponde a un incremento del 48% con res-
pecto al sustrato sin tratar.
De los resultados obtenidos puede concluirse que al menos en el intervalo de condi
clones estudiadas para los tres tipos de ácidos utilizados, no se favorece la eficacia global delL
proceso de hidrólisis enzimática.
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4.2.2.5. Pretratamiento con radiación gamma.
Diversos autores han estudiado el efecto del tratamiento con radiación y sobre la
digestibilidad de subproductos agrícolas y agroindustriales (Han y col., 1983a, Khan y col..,
1986; Kumakura y Kaetsu, 1978; Saeman y col., 1952>. La mayoría de estos estudios
coinciden en afirmar que el efecto más importante de la radiación y a dosis elevadas, de][
orden de io~ rad (100 KGy>. es la disminución del grado de polimerización de la ceiulosa y
una solubilización de una considerable proporción de los materiales lignocelulósicos. La
irradiación produce una despolimerización oxidativa de la celulosa tanto en presencia como
en ausencia de oxígeno (Phillips y Arthur, 1985>. Además, las roturas originadas por e]L
efecto de la radiación sobre las cadenas celulósicas, facilitan el anclaje y posterior actuación
de las enzimas celulolíticas. Sin embargo. el efecto final depende fundamentalmente delL
sustrato utilizado: así, por ejemplo, las experiencias de irradiación llevadas a cabo sobre eL
bagazo de caña de azúcar, muestran un aumento del rendimiento en azúcares en la hidrólisis
enzimática de dicho bagazo irradiado con dosis de 10 Mrad (100 KGy~ o superiores. COrL
dosis de 100 Mrad. el rendimiento se triplica con respecto al sustrato no irradiado (Han y
Ciegler, 1982>. Los trabajos realizados por Kumakura y Kaetsu (1982, 1983> demuestran la
eficacia del tratamiento por irradiación en la mejora de la hidrólisis enzimática de sustratos
tales como bagazo, paja de arroz, serrín de cedro y residuos de papel, encontrando el óptimo
de digestibilidad cuando se irradió a 5.108 rad, mientras que el óptimo de digestibilidad
encontrado para la paja de trigo es de 2,5.108 rad (Pritchard y col., 1962>. Fan y col. <1987)
estudiaron el efecto de la irradiación sobre Solka Floc, encontrando que el principal efecto
era el aumento de la superficie específica como consecuencia de una despolimerización de la
celulosa, que no iba acompañada de cambios en el indice de cristalinidad. Otros autores han
comprobado que la presencia de cloro al irradiar la paja de trigo acelera la degradación de la
celulosa con la consiguiente reducción de la dosis necesaria para conseguir los mismos
incrementos de digestibilidad <Kumakura y Kaetsu. 1979>. Los resultados no son, sin embar-
go, muy espectaculares y en cambio resultan poco prácticos para realizarlos a gran escala.
A pesar de los distintos resultados encontrados para los distintos materiales, se
puede generalizar diciendo que con radiación gamma se necesitan dosis comprendidas entre
10 y 100 Mrad para obtener un aumento significativo del rendimiento en la hidrólisis del
material irradiado.
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Uno de los principales problemas en la utilización de este tipo de pretratamiento es
su alto coste. Por este motivo, se ha concedido gran importancia al estudio de la posibilidad
de aprovechamiento de los residuos de Cesio-137 obtenidos en Centrales Nucleares, que
permitirían el abaratamiento de este proceso.
Estudios previos sobre el efecto de la preirradiación sobre la hidrólisis ácida realiza-
dos sobre Onopordum nervosum (Suárez y col., 1983>, han mostrado un aumento en el
rendimiento de hidrólisis ácida del sustrato irradiado. Por este motivo, se decidió estudiar el
efecto de la preirradiación del cardo sobre la hidrólisis enzimática de dicho sustrato. EJ
pretratamiento se llevó a cabo sobre el material lignocelulósico suspendido en un medio’
acuoso con objeto de comprobar si el efecto adicional de los radicales libres generados por
hidrólisis del agua permitía obtener buenos resultados empleando dosis más bajas. Con este
mismo objetivo se ha estudiado el efecto de la adición de ácido al medio de irradiación, tal
como sugieren algunos autores para sustratos de composición similar al Onopordum ne,-t’o’
sum. Asimismo, se ha estudiado el efecto combinado de irradiación y posterior tratamiento
con ácidos diluidos.
Recuperación de mate;-ial inicial.
El efecto sobre la solubilización fue evaluado por pérdida de peso seco después de
realizar el pretratamiento.
En la figura 36 se encuentran recogidos los valores de porcentaje de solubilización.
obtenidos para cada uno de los tratamientos de irradiación realizados en los distintos medios:
(agua, ácido sulfúrico, ácido acético y ácido clorhídrico>. A la vista de los resultados obteni-’
dos, podríamos deducir el escaso efecto de la adición de ácido en el medio de irradiación,,
como potenciador de la solubilización por efecto del tratamiento. Solamente a dosis bajas
<20 Mrad? y en el caso de adición de ácido sulfúrico o clorhídrico se observa un incremente
de la solubilización.
Cuando se realizó un pretratamiento combinado (irradiación previa y posterior trata
miento ácido) tanto si la muestra fue preirradiada en seco o en agua, la solubilidad aumentó
con respecto al tratamiento de irradiación en una única fase, obteniéndose los valores más
elevados en el caso del tratamiento posterior con ácido clorhídrico y sulfúrico. En el caso de
tratamiento de radiación en medio acuoso y posterior tratamiento ácido, la solubilización
total producida se puede descomponer en dos factores, la solubilización correspondiente a la
primera fase y debida al efecto de la radiación y. aquélla correspondiente a la segunda fase
debida a la acción de los distintos ácidos. Teniendo en cuenta este hecho, se ha confecciona’-
do con los datos obtenidos, la figura 37 en la que aparece la solubilización debida únicamente
a Ja segunda fase del tratamiento con ácidos. Se puede observar que para cada tipo de ácido












Figura 36. Influencia de la dosis de irradiación gamma en la solubilización del sustrato













































Figura 37. Influencia de la dosis de irradiación gamma en la solubilización del sustrato
O’ nervosum con diferentes ácidos.
20 50 100 20 50 100 20 50 100
l’f2304
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que el efecto del tratamiento ácido no se potenciaría por la dosis de irradiación recibida. Sin
embargo, cuando la muestra se irradió previamente en aire, se observó un aumento de la
solubilización a medida que aumentaba la dosis de irradiación.
Recuperación de celulosa y lignina.
En la tabla XXXIII se recogen los valores de composición de los residuos obtenidos
después del pretratamiento de irradiación en los distintos medios (agua y ácido> y para las
distintas dosis de irradiación ensayadas (20. 50 y 100 Mrad), mientras que en la tabla
XXXIV se recogen aquellos valores correspondientes al tratamiento combinado de irradia-
ción y posterior tratamiento ácido (pretratamiento en dos fases).
La acción del pretratamiento sobre la celulosa y lignina se expresa como recupera-
ción de celulosa (considerando el 100% el contenido en celulosa del material inicial> y
porcentaje de recuperación de lignina. En las tablas XXXV y XXXVI se recogen los valores
obtenidos en cuanto a recuperación de glucosa, azúcares reductores y lignina de los pretra-
tamientos realizados en una única fase y en dos fases respectivamente. En el anexo III, se
recogen los análisis de varianza según un diseño factorial 2x4 para comparar los datos de
porcentaje de recuperación de glucosa, azúcares reductores y lignina, en los distintos pretra-
tamientos de irradiación (pretratamiento en una fase), así como el análisis de varianza según
un diseño factorial 3x2x3 correspondiente al tratamiento combinado irradiación y posterior
tratamiento ácido (tratamiento en dos fases>.
Con el tratamiento de irradiación, a medida que aumentamos la dosis de irradiación,
la recuperación de celulosa es menor. llegándose solamente al 45.22k 1 62 en las condicio-
nes mas drásticas (tratamiento en medio acuoso a 100 Mrad y posterior tratamiento con
ácido clorhídrico). En general, la recuperación de celulosa es mayor cuando únicamente se
somete el sustrato a irradiación, que cuando el sustrato irradiado es sometido posteriormen-
te al efecto de los distintos ácidos.
Cuando se comparan los valores obtenidos de recuperación de celulosa para los
distintos medios en que se realizó la irradiación (tabla XXXV) se observa una disminución
muy significativa (p<O.O1) de dicho porcentaje de recuperación a medida que aumenta la
dosis, dependiendo tanto de la dosis como del tipo de medio utilizado, aunque no se encuen-
tran diferencias significativas entre el ácido clorhídrico y sulfúrico en cuyos casos las recu-
peraciones <expresadas en porcentaje> son significativamente más elevadas que en el caso
del tratamiento en medio acuoso o en medio acidificado con ácido acético, teniendo éstas dos
últimas un comportamiento similar.
Si se comparan los pretratamientos combinados de irradiación y posterior tratamien-
to ácido, pretratamiento en dos fases (tabla XXXVI>, se observa una influencia significativa
de los tres factores estudiados (dosis de irradiación. medio en el que se realizó la irradiación
previa (agua/aire) y tipo de ácido utilizado en el pretratamiento combinado posterior, siendo








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































TABLA XXXIV. Porcentaje de recuperación de material inicial (expresado como peso seco)
después del pretratamiento (r) y composición de los residuos sólidos obtenidos
para las distintas condiciones de pretratamiento combinado de irradiación y
posterior tratamiento ácido~
* las muestras fueron irradiadas previamente en seco.
Vm = valor medio


























































































































































































































































































































































































































































































































TABLA XXXVI. Efecto del pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento
ácido en la recuperación de glucosa azúcares reductores y lignina
* las muestras fueron irradiadas previamente en seco.
Vm = valor medio
Cv coeficiente de variación
n=4
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y muy significativo el efecto dosis-medio <p=O,O1). A medida que aumenta la dosis, la
recuperación de celulosa es menor aunque, en general, no se observan diferencias significa’
tivas cuando el material fue irradiado a 50 y 100 Mrad. También se observa que la recupe-
ración fue menor cuando el material fue irradiado previamente en medio acuoso. En general,
no se observan diferencias significativas entre el pretratamíento posterior con ácido acético
y ácido sulfúrico. En ambos casos las recuperaciones obtenidas fueron mayores que en el
tratamiento ácido posterior con ácido clorhídrico.
Con respecto a la deslignificación, cuando el pretratamiento se realizó en una única
fase, al comparar los distintos medios donde se llevó a cabo la irradiación no se observa
diferencias significativas con respecto a la dosis de irradiación, es decir, la deslignificación
es independiente de la dosis aplicada, al menos, en el rango de dosis estudiado (20 a 100
Mrad>. Sólo es significativo la influencia del medio utilizado en la irradiaci4n y la interacción
de los factores medio-dosis de irradiación. No se produce deslignificación significativa cuan
do la irradiación se realizó en medio acuoso. En principio, podríamos decir que la irradiación
como único efecto no produce deslignificación, en el caso del Onopordwn n.eruosuin, es decir,
es el efecto del ácido el que produce una ligera deslignificación siendo máxima <media del
orden del 24%> cuando la irradiación se realizó en medio con ácido acético al 1%, no
encontrándose diferencias significativas cuando la irradiación se realizó en ácido sulfúrico o
en ácido clorhídrico.
Los resultados encontrados en la bibliografía con respecto al comportamiento de la
lignina cuando se irradian materiales de distinto contenido en la misma son muy dispares,
pasando del escaso efecto de deslignificación encontrada a dosis de 100 Mrad por Bono y
col. <1985) hasta las pérdidas significativas de lignina descritas por Han y Ciegler (1982i
sobre bagazo de caña de azúcar.
Cuando se compara el efecto combinado irradiación y posterior tratatamiento ácido’
<tratamiento en dos fases), no se observan diferencias significativas entre los pretratamien-
tos realizados a 50 y 100 Mrad. La deslignificación es. en general. mayor cuando el trata-
miento previo de irradiación se llevó a cabo en seco. No se observan además diferencias:
significativas entre el pretratamiento posterior con ácido clorhídrico y ácido sulfúrico. La
deslignificación producida es mayor con estos dos ácidos que con ácido acético.
Rendimiento en la hid¡-¿lisis enzimótica.
Producción de glucosa.
En las tablas XXXVII y XXXVIII se encuentran recogidos los valores de glucosa y
azúcares reductores producidos a partir de 100 mg de sustrato pretratado después de 48
horas de hidrólisis enzimática. Los resultados del análisis estadístico correspondiente se
muestran en el anexo III. Teniendo en cuenta que para el sustrato nativo se obtienen

























































































































































































































































































































































































































































































































































































Efecto del tratamiento combinado irradiación y
el rendimiento de la hidrólisis enzimática.
Vm = Valor medio
Cv = coeficiente de variación (Va)
ns4
*Las muestras fueron previamente irradiadas en seco.
posterior tratamiento ácido en
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TABLA XXXVIII
los pretratamientos realizados se produce un incremento en la producción de ésta, llegándo-
se a multiplicar por un factor de 4 en el caso de la irradiación en seco a 50 Mrad y posterior
tratamiento con H2S04 (24,12 ±0,67>.Se observa también que la producción de glucosa por
hidrólisis enzimática es mayor cuando el pretratamiento con irradiación es completado con
un tratamiento ácido posterior, es decir cuando el pretratamiento se realiza en dos fases.
Este incremento en la producción de glucosa por hidrólisis enzimática del sustrato
pretratado, nos refleja un aumento de la accesibilidad de las enzimas a la celulosa de la fibra
por efecto del pretratamiento. Si se observan los valores de composición de los residuos
(tablas XXXIII y XXXIV) encontramos que, en general, se obtiene una mayor producción de
glucosa por hidrólisis enzimática en aquellos sustratos enriquecidos en lignina con respecto
al material original. Es decir, se podria pensar, que después de la radiolisis gamma, la
mayor accesibilidad a la celulosa no es debida a la deslignificación sino probablemente a
cambios en el grado de polimerización y cristalinidad de la celulosa o a un efecto “swelling”
tal y como reportan algunos autores (Han y Ciegler, 1982; Han y col., 1983b; Kumakura y
col., 1982; Kumakura y Kaetsu, 1984) o a una posible modificación en la relación de los
distintos componentes de la fibra.
Existe un comportamiento diferente dependiendo de que se realice el pretratamien-
to. en una única fase o en dos fases. Así, por ejemplo, si comparamos únicamente el efecto
de la irradiación (tratamiento en una fase>, la producción aumenta con la dosis, pero a partir
de 50 Mrad no se observan diferencias significativas. Sin embargo, si se combina el pretra-
tamiento con un tratamiento ácido posterior (tratamiento en dos fases> se observa un máxi-
mo de producción a 50 Mrad,
Eficiencia de sacarificación y conversión de celulosa en glucosa.
Los resultados obtenidos en cuanto a eficiencia de sacarificación (ES%) y conversión
de celulosa en glucosa (CC%> están reflejados en la tabla XXXVII para los tratamientos de
radiación realizados en una única fase. En el anexo III se recogen los resultados del análisis
estadístico correspondiente. Teniendo en cuenta que para el sustrato nativo, el rendimiento’
de la eficiencia de sacarificación (ES%) es del 22% podemos asegurar que la irradiación
incrementa la accesibilidad del sustrato a las enzimas hidrolíticas, obteniéndose valores de
hasta 57,72± 2,56 y 57,98±1,49 en los casos de irradiación en medio acuoso con dosis de
50 y 100 Mrad respectivamente. Sin embargo, si el medio acuoso donde se irradia está
acidificado con cualquiera de los ácidos estudiados <HCI, H2504 O CH3-COOH al 1%), se
produce una disminución de la sacarificación de forma significativa aunque entre los diferen’
tes ácidos no existen diferencias significativas. Este hecho no coincide con lo encontrado por
otros autores, según los cuales, la adición de ácido sulfúrico 0,1N incrementa la producción
de azúcares en la hidrólisis enzimática de bagazo de caña de azúcar (Han y Ciegler. 1982>.
Los estudios estadísticos realizados indican que la eficiencia de sacarificación aumen
ta con la dosis de irradiación aplicada hasta 50 Mrad y por encima de esta dosis, para los:
valores estudiados, no existen diferencias significativas.
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En las experiencias efectuadas por nosotros sobre cardo, se obtiene un aumento del
rendimiento de hidrólisis enzimática con la dosis de irradiación de 100 Mrad de 2,6 veces,
que es similar al obtenido por Kumakura y Kaetsu (1982) irradiando bagazo de caña de
azúcar con la misma dosis. Estos autores obtienen para el tmismo sustrato irradiado tam-
bién a 100 Mrad, un aumento del rendimiento de 4 veces cuando la hidrólisis se efectuó
utilizando la vía química (con HCI 0,85%). Para la hidrólisis ácida del O. nervosum Suárez y
col. (1983) han encontrado, en tallo de cardo, un aumento del rendimiento en azúcares
reductores desde el 40% a dosis nula hasta 62% a 50 Mrad, y 65.5% a 100 Mrad. Para la
hoja de cardo, el rendimiento en azúcares aumentó desde el 34% a dosis nula hasta el 44%
y 50% cuando la hoja se irradió a 10 y 50 Mrad respectivamente. También parece ser, según
Kawakishi y col. (1977>, que dosis por encima de 100 Mrad son desfavorables porque pueden
conducir a una descomposición de oligosacáridos y de la estructura de la glucosa.
Los valores obtenidos de eficiencia de sacarificación (%> y conversión de celulosa en
glucosa (%) en el caso del tratamiento de radiación realizado en dos fases <irradiación previa
y posterior tratamiento ácido) se recogen en la tabla XXXVIII mientras que en el anexo III
se recogen los estudios estadísticos correspondientes a estos datos. Los valores más altos de
ambos indices se obtuvieron cuando las muestras fueron previamente irradiadas a 50 Mrad,
no encontrándose diferencias significativas entre el pretratamiento posterior con ácido sul-
fúrico y ácido clorhídrico, y obteniéndose en general mayores eficacias de sacarificación en el
caso del tratamiento posterior con ácido acético. Esto tendría la ventaja adicional de ahorre
de la fase de lavado posterior al tratamiento ácido, puesto que la hidrólisis enzimática se
suele llevar a cabo en tampón acetato pH 4,8.
La accion del ácido, que favorece la producción de glucosa en la hidrólisis, provoca.
también, una mayor pérdida de celulosa en el pretratamiento, lo que repercute negativamen’
te en el rendimiento global del proceso <conversión de celulosa en glucosa) obteniéndose en
general incrementos no superiores al 30% del valor del porcentaje de conversión de celulosa
en glucosa obtenido para el cardo nativo.
Cuando se estudia la acción de los ácidos en el pretratamiento posterior a la irradia’
ción no se encuentra que influya de forma significativa la interacción de los efectos combi”
nados medio-tipo de ácido.
La utilización de la radiación y combinada con ácidos esta descrita en la bibliografía
(Kumakura y Kaetsu, 1984> como pretratamiento favorable en el incremento de la hidrólisis
enzimática de determinados sustratos lignocelulósicos. Los resultados obtenidos en nuestro
caso, ponen de manifiesto, sin embargo, que para la biomasa del O. nervosunt el tratamiento
posterior con ácido solo potencia el efecto de la irradiación en el caso de dosis bajas con 20
Mrad.
En general, se puede decir que aunque la irradiación aumenta significativamente la
eficacia de sacarificación (hasta 2.6 veces en el caso más favorable), debido a una pérdida
considerable de celulosa como consecuencia de la utilización de este tipo de pretratamiento.
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el rendimiento final que se obtiene expresado como conversión de celulosa en glucosa es
poco satisfactorio.
Desde el punto de vista económico, los pretratamientos con irradiación del sustrato
aquí empleado no resultan aconsejables aún en el caso de utilización de Cesio-137, obtenido
en Centrales Nucleares, como fuente de irradiación.
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4.2.2.6. Pretratamiento con solventes orgánicos.
La deslignificación con organosolventes fue inicialmente estudiada por Kleinert y
Tayenthal (1932) como un nuevo método para la producción de pasta química para la
fabricación de papel, con costes sustancialmente menores que los procesos convencionales.
Los estudios realizados en este sentido se han llevado a cabo tanto a nivel de laboratorio
como a escala piloto utilizando soluciones acuosas de etanol en presencia y en ausencia de
catalizadores.
Recientemente, la deslignífícación con organosolventes ha cobrado un gran interés
como método de pretratamíento de materiales lignocelulósicos para la hidrólisis enzimática,
debido a la capacidad de los solventes orgánicos de eliminar la fracción de lignina o una
combinación de la fracción de lignina y hemicelulosa (Black y col., 1987; 1989; Chum y col.,
1985; 1988: Lee y col., 1987). En general. se ha observado mejor comportamiento con este
tipo de pretratamiento sobre biomasa procedente de maderas duras o residuos agrícolas que
sobre biomasa procedente de maderas blandas.
En estos pretratamientos. la deslignificación va acompañada de solvolisis y disolu-
ción de la fracción de lignina y hemicelulosa. dependiendo de las condiciones del proceso
(sistema solvente utilizado, temperatura, diseño del reactor ‘batch o continuo-, tipo de
material inicial) <Holtzapple y Humphrey, 1984). Las condiciones óptimas deben ensayarse
para cada tipo de material.
Los principales fenómenos químicos asociados a los procesos con organosolventes
son <Sarkanen, 1980>:
-hidrólisis de los enlaces internos de la lignina (principalmente «-0-4 éster y en
menor proporción los enlaces 0-0-4) así como de los enlaces lignina-hemicelulosa (enlaces
éster y éster ácido 4-0-metilglucurónico> unido al carbono a de las unidades de lignina.
-hidrólisis de los enlaces glucosídicos en la hemicelulosa y en menor proporción de la
celulosa, dependiendo de las condiciones.
-degradación catalizada en medio ácido de los monosacáridos a furfural y 5-
hidroximetilfurfural seguido de la reacción de condensación entre la lignina y sus aldehídos
reactivos.
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El producto final de este tipo de deslignificación produce:
-fibra celulósica que contiene la celulosa original y cantidades variables de lignina y
hemicelulosa,
-lignina que puede obtenerse después de eliminar el organosolvente por destilación.
-unidades monoméricas de azúcares procedentes de la fracción de hemicelulosa di-
sueltas en la fracción acuosa.
Así, la eliminación de la fracción de lignina y xilano, facilitaría los procesos posterio-
res de hidrólisis o sacarificación y fermentación simultánea, puesto que se evitaría la presen-
cia de estos materiales inertes <en general suponen el 30-40% de la capacidad). Además
mejoraría la capacidad de reciclado de enzima, dado que se ha descrito que éstas son
capaces de adsorberse en la lignina <Sutcliffe y Saddler, 1987>.
Por otra parte, la posibilidad de recuperación de estos solventes, hace interesante la
aplicación de este tipo de procesos como pretratamiento de la biomasa lignocelulósica. Es
conveniente resaltar los trabajos desarrollados por el SERI cuyos objetivos, en la actualidad.
son los estudios de pretratamientos con organosolventes como una opción interesante para
el fraccionamiento de todos los componentes de la biomasa para su transformación en
combustible líquido <Chum y col., 1990>.
4.2.2.6.1. Pretratamiento con etanol y butanol como organosolventes.
Se ha estudiado el efecto del pretratamiento de la biomasa lignocelulósica del O.
nervosum con dos tipos de solventes orgánicos, etanol y butanol. El pretratamiento se llevó
a cabo además en presencia de distintos catalizadores (ácido, base y fenol) descritos en la
bibliografía por su efectividad en el tratamiento de sustratos similares al O. ne,-vosum.
Recuperación de material inicial.
Los datos relativos al porcentaje de recuperación de material inicial (r> de los distin’
tos pretratamientos realizados con etanol y butanol se muestran en las tablas XXXIX y XL.
Para una misma temperatura y tipo de solvente orgánico utilizado se encontraron
mayores recuperaciones cuando se utilizó como catalizador fenol, mientras que éstas fueron
menores cuando el catalizador utilizado fue hidróxido sódico.























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los resultados obtenidos de composición en glucosa, azúcares reductores y lignina
(expresados como porcentaje) de los residuos sólidos resultantes del tratamiento con etanol
y butanol se muestran en las tablas XXXIX y XL. En las tablas XLI y XLII se recogen los
resultados del porcentaje de recuperación de los distintos componentes analizados. Los
resultados del análisis de varianza correspondiente a estos datos se muestran en el anexo
III.
En el tratamiento con etanol encontramos elevadas recuperaciones de celulosa (ex-
presadas como porcentaje glucosa>, en muchos de los casos próximas a la recuperación total.
A 1200C, la recuperación de celulosa fue total tanto en presencia como en ausencia de
catalizador, excepto en el caso de la utilización de fenol como catalizador con el que se
producen ligeras pérdidas de celulosa (recuperación del 84,63±1,90%>.Sin embargo, este
tipo de pretratamiento afecta tanto a la fracción de lignina como a la de hemicelulosa.
Aunque en ausencia de catalizador, a 1200C. se recupera prácticamente toda la hemicelulo-
sa, en presencia de catalizador se producen ligeras pérdidas, aumentando éstas con la
temperatura de pretratamiento. El rango de deslignificación varió entre 13,8 y 34,1; no se
observaron diferencias significativas entre los distintos catalizadores utilizados (p=O,Ol)ni
en la recuperación de azúcares reductores ni en la de lignina para una misma temperatura.
En ausencia de catalizador, se ve un marcado efecto de la temperatura. Mientras que’
a 1200C la recuperacion de celulosa y hemicelulosa fue total, al elevar la temperatura
aumentan las pérdidas de los distintos componentes, no encontrando diferencias sígnificatic-
vas entre el pretratamiento realizado a 160 y 1750C.
Con butanol como solvente, se observan también altas recuperaciones de celulosa, no
encontrando diferencias significativas entre las distintas condiciones estudiadas. Por e][
contrario, en la recuperación de azúcares reductores se observa un marcado efecto de la
temperatura. Con respecto a la recuperación de lignina, ésta fue menor cuando el pretrata-
miento se llevó a cabo en presencia de NaOI-I como catalizador, siendo en este caso el efecto
de la temperatura muy acusado.
En general. se producen mayores deslignificaciones con butanol. Este mismo fenó”
meno ha sido observado por otros autores <Ohose y col.. 1983> y puede ser debido a la mayor
polaridad de este disolvente con respecto al etanol.
Como ya hemos comentado, este tipo de pretratamiento se aplica principalmente por
su capacidad de disolver la lignina. Los datos obtenidos para el caso del O. nervosun,~
muestran que, efectivamente, el pretratamiento con solventes orgánicos deslignifica. aunque
este efecto no es tan grande como el producido sobre otros sustratos. En la tabla XLIII se
muestran los valores en cuanto a recuperación de material inicial tras el pretratamiento, así
como el porcentaje de deslignificación de diversos sustratos lignocelulósicos junto con los










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































realizar comparaciones precisas con los datos mostrados en dicha tabla, debido a las diferen-
tes condiciones experimentales empleadas y a la naturaleza del sustrato lignocelulósico, una
evaluación global si es posible. Los porcentajes de deslignificación obtenidos en el presente
trabajo son comparables a los obtenidos en algunos casos.
Rendimiento de la hidrólisis enzimática.
Producción de glucosa.
En las tablas XLIV y XLV se muestran los valores del rendimiento en la hidrólisis
enzimática expresados como mg de glucosa y azúcares reductores producidos por 100 mg de
sustrato, porcentaje de eficiencia de sacarificación y porcentaje de conversión de celulosa en
glucosa. Los análisis de varianza correspondientes a estos datos se muestran en el anexo
III.
La producción de glucosa (expresada como mglIOO mg de sustrato> aumenta con
este tipo de pretratamiento. En general. es mayor a medida que aumenta la temperatura de
pretratamiento, exceptuando el caso del pretratamiento con etanol y catalizador básico en
que el efecto de la temperatura hace disminuir dicha producción. Las condiciones óptimas se
encontraron para el caso de la utilización de etanol como disolvente, a 1750C y ausencia de
catalizador (29,02±0.82mg /100 mg> y, en el caso de utilización de butanol a 1600C y en
presencia de catalizador básico (29.32±0,74mg/lOO mg sustrato>. En estas condiciones se
incrementa en un factor de 4,2 la producción de glucosa por hidrólisis enzimática respecto al
sustrato nativo.
Eficacia de sacari/icación y conversión de celulosa en glucosa.
En todos los casos se obtuvo un aumento de la eficacia de sacarificación y de la
conversión de celulosa en glucosa con respecto al sustrato nativo. Las condiciones en las que
se obtuvieron los valores óptimos de estos dos índices coinciden con aquéllas en las que la
producción de glucosa fue mayor.
En la tabla XLVI se comparan los rendimientos de hidrólisis enzimática de la bioma-
sa de O. nervosum obtenida en las mejores condiciones de pretratamiento realizado en este
trabajo con los citados en la bibliografía para diferentes sustratos lignocelulósicos. En ella
puede observarse la fuerte dependencia del rendimiento con las distintas fuentes de material






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































4.2.2.&2. Pretratamiento con n-butilamina.
Dentro de los pretratamientos con solventes orgánicos, se ha estudiado, asimismo, e]L
pretratamiento con n-butilamina. La utilización de este tipo de solvente ha sido descrita
como muy efectiva para algunos sustratos lignocelulósicos. Así por ejemplo, Tanaka y col.
(1985a) que aplicaron este tratamiento a la paja de trigo (1% de n-butilamina a 1200C~
obtuvieron pérdidas de peso del material inicial de alrededor del 30%, una deslignificación
del 60%. y un aumento de la solubilización enzimática (en 48 horas de hidrólisis enzimáticai
de 10% en el caso del sustrato nativo y de hasta el 78% en el sustrato pretratado.
Aunque. como ya se ha comentado en anteriores ocasiones, la utilización de pretrata
mientos químicos presenta algunos inconvenientes, el tratamiento con n-butilamina, y dado
que este compuesto presenta un bajo punto de ebullición ( 770C>. implicaría la ventaja de la
posibilidad de recuperación de este tipo de reactivo por destilación y su reutilización poste-
rior, con la consiguiente disminución de los costes de este tratamiento. El principal efecto
de este tipo de pretratamiento químico es la deslignificación del material lignicelulósico y
según algunos autores se produce. además. un “swelling” de la celulosa, que afecta única-
mente a la región amorfa, a la hemicelulosa y lignina.
El pretratamiento del Qn ervosum con n-butilamina se llevó a cabo utilizando las
condiciones descritas como óptimas en la biblografía para la deslignificación de paja de arroz
<Tanaka y col., 1985b>.
En la tabla XLVII se recogen los resultados obtenidos en cuanto a recuperación del
material inicial <expresado en porcentaje sobre peso seco) y la composición de los residuos
sólidos obtenidos después del pretratamiento, en celulosa, hemicelulosa y lignina.
En la tabla XLVIII se recogen los valores de recuperación de glucosa. azúcares
reductores y lignina en los residuos sólidos obtenidos tras el pretratamiento,
Aunque sólo se han estudiado dos condiciones de pretratamiento, se observa una
elevada recuperación del material inicial <alrededor del 80%). produciéndose además una alta
recuperación de celulosa <expresada como glucosa> y de la fracción de lignina, y unas ligeras




































































































































































































































































































































































































































































































En la tabla XLIX se recogen los valores de rendimiento en la hidrólisis enzimática.
A pesar de la baja o nula deslignificación obtenida en los dos casos estudiados, se produce,
como consecuencia del pretratamiento, un aumento considerable de la producción de glucosa
por hidrólisis enzimática. Ésta (expresada como mg glucosa/ 100 mg sustrato> aumentó de
6,2 en el sustrato nativo hasta 19,6 en las mejores condiciones, lo que indica que mas
importante que la deslignificación del material, es la modificación de las relaciones entre los
distintos componentes de la fibra y por lo tanto, de su estructura, La eficacia de sacarifica-
ción alcanzó valores del 63,7% para el tratamiento efectuado con una relación sólido/líquido
del 25%, y del 43,47% para el 10% de relación sólido-líquido. Estos valores suponen un
incremento del 255 % y del 174% respectivamente con respecto al sustrato nativo. En este
último caso la eficacia de sacarificación obtenida fue del 66,3%, la pérdida de celulosa nula,
mientras que la deslignificación fue del 18%.
Para las mismas condiciones de pretratamiento, con un sustrato similar al
O.nervosum, Cynara cardunculus (datos no publicados) se obtuvieron en nuestro laboratorio
valores de eficacia de sacarificación del 20% y 48% (para las condiciones de relación sólido-
liquido del 10% y 25% respectivamente>. En este último caso el incremento del rendimiento
de hidrólisis con respecto al sustrato nativo (eficacia de sacarificación del 20%> fue similar al































































































































































































































4.2.21. Pretratamiento de explosión por vapor.
El pretratamiento de explosión por vapor, patentado en 1926 por Manson para la
producción de tableros de madera. combina el efecto autohidrolítico con una desorganización
mecánica de la fibra lignocelulósica por efecto de la descompresión brusca a que es sometido
el material. El proceso se lleva a cabo inyectando vapor a presión en un recipiente donde se
introduce el sustrato a tratar. El vapor penetra en la estructura lignocelulósica del material
que, después de un tiempo de reacción determinado, es expulsado hacia un ciclán a presión
atmosférica.
Existen distintos procesos desarrollados tanto a escala piloto como a escala de
producción. Los diferentes procesos difieren en los sistemas de alimentación, modo de
operación <continuo o discontinuo> y condiciones de operación <temperatura y tiempo de
residencia>.
La planta piloto en la que se han llevado a cabo las pruebas de explosión por vapor
se muestra en la figura 38. En el esquema de la figura 15 se muestra el diagrama de
operación de la planta piloto de tratamiento. La unidad de explosión de vapor está constituí
da por 3 unidades: reactor de explosión por vapor, acumulador de vapor y ciclán de descar-’
ga, cuyas características se describen en el anexo II.
El efecto de este pretratatamiento es la liberación de ácidos orgánicos, fundamental--
mente ácido acético a partir de los restos acetilados de las hemicelulosas. Como consecuen-
cia, se produce una autohidrólisis ácida que afecta a los enlaces glicosidicos de las
hemicelulosas y a los enlaces a-éter de la lignina, en mayor o ménor medida dependiendo de
la severidad de las condiciones empleadas <PuIs y col., 1983). Cuando las condiciones son
muy severas las pentosas se transforman en furfural y las hexosas en 5-hidroximetilfurfural,
los cuales pueden generar productos de condensación <PuIs y col.. 1985). Aunque, la prehi-
drólisis de las hemicelulosas es la reacción principal, también se producen cambios en la
lignina, que se hace fácilmente extraible en medio alcalino o con solventes orgánicos.
El resultado final de este tipo de pretratamiento es la alteración del empaquetamien-
to microfibrilar dentro de la pared celular y la rotura de la fibra que provoca un aumento de
la accesibilidad a la celulosa de las enzimas hidrolíticas. Este efecto de incremento de la
eficacia de hidrólisis enzimática se produce tanto para el caso de biomasa procedente de
maderas duras como para el caso de biomasa de residuos agrícolas. Las condiciones óptimas
de temperatura y tiempo de reaccción varían dependiendo del tipo de material.
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Así, por ejemplo, los resultados de los informes publicados por Iotech Corporation
sobre explosión por vapor de biomasa procedente de maderas duras-. indican encuentra que
las condiciones óptimas tanto para la recuperación de xilosa como de glucosa son de 500-550
psig, con un tiempo de reacción de 40-50 s y un contenido inicial de humedad en la biomasa
del 35%. En estas condiciones, se obtuvo una producción máxima de glucosa equivalente al
90% del contenido teórico para los distintos sustratos ensayados, después de 24 horas de
hidrólisis, utilizando una combinación de enzimas, Novo Celluclast bOL (procedente de 7’.
reesei) y 250L (enzima procedente de Aniger>, con una actividad enzimática de 9UJPF/g y
una concentración de sustrato del 5% en el medio de hidrólisis.
Jurasek <1979), utilizando este tipo de pretratamiento sobre madera de álamo y
estudiando un rango de condiciones entre 600 y 700 psig y tiempos de residencia de 20 a 80
s encontró que en las condiciones óptimas (24000) se obtenía una produccidn de glucosa del
40 % cuando la hidrólisis se llevaba a cabo a 3000 durante 24 horas con Maxazyme CL
2000 (enzima procedente de 7’. reesei) con una concentracion de 30 UI/g sustrato. La
producción de glucosa en el sustrato nativo fue del 5%.
Dekker y Wallis (1983) obtuvieron una conversión de glucosa del 50% cuando se
hidrolizaba bagazo de caña de azúcar (condiciones óptimas de pretratamiento 225 psig.
durante 1-20 minI utilizando enzimas procedentes de líreesei RutCSO y QM94 14, en una
concentraciónde 20 UI/g sustrato. La hidrólisis fue llevada a cabo a 5oUc durante 24 horas.
una relación sólido:líquido del 10% (p/v>. La conversión aumentaba hasta el 80% cuando se
añadía celobiosa procedente de A. níger.
Puri y Mamers <1983> trabajaron con tres sustratos distintos: paja de trigo, bagazo y
madera de eucalipto. Las condiciones óptimas de pretratamiento de explosión por vapor
fueron a 200
0C y 5 minutos para el primero de ellos y 21000 y 10 minutos para los otros
dos. Las conversiones obtenidas para estas condiciones fueron del 81,78 yflb% respectiva-
mente. En este caso la hidrólisis fue llevada a cabo con celulasas comerciales Onozuca
(procedente de T.reseei>. Los mismos autores también estudiaron el efecto’de la inyección de
C02 durante el pretratamiento, encontrando un aumento de la autohidrólisis. probablemen-
te, debido a la formación de ácido carbónico a altas temperaturas por reacción del 002 con
el vapor condensado.
lizo y col. <1988) obtuvieron después del pretrataniiento <7Kg/cm2 y 80 minutos> de
bagazo, un 59% de conversión de glucosa después de 48 horas de hidrólisis utilizando
celulasas procedentes de Penicillium ¡uniculosum. La hidrólisis fue llevada a cabo utilizando
una relación sólido:líquido del 2.5% y una carga de enzima de 50 UI/g sustrato.
Grous y col. (1986> obtuvieron conversiones superiores al 90 % sobre madera de
álamo tratado por explosión de vapor en las siguientes condiciones. 250 psig durante 20
mm, 350 psig durante 5 mm y 20 mm y 450 psig durante 2. 5 y 20 mm. realizando la
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hidrólisis enzimática con enzimas procedentes de T.reseei (16,2 (11(g) y A.niger (76 111(g)
durante 24 horas a 500C. En el caso del sustrato nativo la conversión obtenida fue del
15,2%.
McDonald y col. (1979) utilizando enzimas comerciales Onozuca RiO y Onozuca SS
(enzimas procedentes de T.reesei), llevaron a cabo la hidrólisis enzimática sobre madera de
álamo durante 24 horas, con ñna relación sólido:líquido del 2% y una concentración de
enzima de 0,25 g de enzima/g de sustrato. La conversión obtenida (porcentaje de glucosa
producida) fue del 39% cuando el sustrato se trató en las condiciones óptimas (7,5 mm,
1900C). En este caso, las bajas conversiones obtenidas pueden ser debidas a que la hidrólisis
se realizó a 220C.
De los estudios anteriores, se puede deducir, que existe un rango considerable de
condiciones óptimas de pretratamiento (temperatura, tiempo), dependiendé del tipo de ma-
terial y deben ser determinadas para cada material con el fin de obtener una elevada
recuperación de carbohidratos y una degradación óptima de la fibra.
Recuperación de material inicial.
Para el caso del Onopordum nervosum y como puede observarse en la tabla L. en las
condiciones ensayadas se llegan a alcanzar recuperaciones del material por encima del 88%.
Sin embargo, por razones de diseño de la planta, el material que se obtiene después del
pretratamiento va acompañado de un volumen considerable de líquido procedente de la
condensación de vapor (en una proporción que oscila entre 2 y 4 litros de agua por cada 200
g de material tratado>. Por este motivo, se ha considerado como recuperación efectiva de
sólidos el peso seco del material obtenido después de la filtración del lodo resultante, que
como puede observarse en dicha tabla es para el caso más favorable del 77.05%. En la
misma tabla se recogen los valores de la composición de los residuos obtenidos para distin-
tas condiciones de tratamiento de explosión por vapor. Se observa que la&pérdidas de peso
ocasionadas por efecto del pretratamiento son mayores para las condiciones más drásticas
(temperaturas más elevadas y tiempos de residencia largos>. Además, la fi’¡ayor parte de la
pérdida total de peso se produce durante los primeros segundos de pretratamiento.
Recuperación de celulosa y lignina.
En la tabla LI se muestran los valores de recuperación de celulosa, azúcares reducto--
res y lignina expresados en porcentaje para las distintas condiciones de tratamiento de
explosión por vapor ensayadas. El análisis de la varianza según diseño factorial 2x5 y 3x4
se muestran en el anexo ¡11.
Es de destacar las elevadas pérdidas de azúcares reductores-. siendo mucho menores
las pérdidas correspondientes a la glucosa, lo que muestra una solubilízación preferente de
las hemicelulosas del sustrato. Las dos variables estudiadas: temperatura y’ tiempo de resi-














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































temperatura, la recuperación es menor. Cuando se considera el factor tiempo, se observa
que la recuperación disminuye con el tiempo, pero a partir de 1 minuto y dentro del rango
estudiado, la recuperación es de orden similar, Con respecto a la recuperación de azúcares
reductores, se observa que es en la fracción de hemicelulosa donde se producen mayores
solubilizaciones, La solubilización se produce fundamentalmente durante el primer minuto,
siendo constantes estas pérdidas a partir de los minutos siguientes.
Por otra parte, la fracción en la que se producen menores solubilizaciones es la de
lignina. Los resultados obtenidos muestran que, en general, la recuperación de lignina
aumenta al aumentar la temperatura del pretratamiento, alcanzando valores por encima del
100% cuando el pretratamiento se realizó a 2300C durante 1-4 mm. Los valores que aquí se
muestran corresponden a lignina Klason (lignina ácido insoluble> encontrándose en algunos
casos valores superiores al contenido de lignina Klason real. Este hecho, ujuede ser debido a
la formación de complejos de condensación de lignina y polisacáridos, que se cuantificarían
como lignina ácido insoluble puesto que el contenido en este componente ha sido calculado
por el método de hidrólisis total con ácido sulfúrico, Este fenómeno ha sido observado por
numerosos autores fBrownel] y Saddler, 1984; Brownell y col., 1984 y 1986>.
Rendimiento de la hidrólisis enamntatíca.
Producción de glucosa.
En la tabla LII se muestran los datos referentes a la producción de glucosa y
azúcares reductores (expresados en porcentaje) después de 48 horas de hidrólisis enzimática
a 50W. En el anexo III se muestran los análisis correspondientes a estos datos según
diseño factorial 2x5 y 3x4.
Para todos los rangos de temperatura y tiempo de residencia se alcanzan valores
muy por encima de los obtenidos. Si tenemos en cuenta que con el control (cardo sin
pretratar), los valores encontrados son del orden del 7,5%, se observa que el incremento
obtenido oscila entre 2 y 4,8 veces.
En general, la producción de glucosa y azúcares reductores aumenta a medida que
aumenta la temperatura y para cada una de ellas con el tiempo de residencia del material.
Los valores más altos se obtuvieron para el pretratamiento a 230W durante 4 minutos
<36,13±1.22mg glucosalloo mg sustrato).
Eficacia de sacarí/icación y conversiones de celulosa en glucosa.
Los estudios de hidrólisis enzimática recogidos en la tabla LII, muestran claramente
el efecto del tratamiento de explosión por vapor en la eficiencia con que las enzimas actuan
sobre la celulosa del cardo. Así por ejemplo, mientras que los valores de eficacia de sacarifi’-
cación (relación entre la glucosa liberada y glucosa potencialmente liberable-en un sustratol









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2300C durante 1 y 2 mm, la eficacia de sacarificación es superior al 97%. De los estudios
estadísticos realizados (anexo III), se deduce que tanto la temperatura como el tiempo de
reacción, tienen un efecto positivo sobre la eficacia de sacarificación, siendo el efecto produ-
cido por la primera de ellas mucho más marcado que el debido al tiempo de reacción. En
cuanto a la conversión de celulosa, se observa el mismo patrón de comportamiento que en el
caso de la eficacia de sacarificación, aunque las diferencias encontradas se acortan al quedar
compensado el incremento del rendimiento de hidrólisis con las pérdidas de celulosa. Esto
último indica que a pesar de la alta pérdida de celulosa, para este pretratamiento (alrededor
del 21%) la celulosa remanente está suficientemente alterada como para que el rendimiento
de hidrólisis compense dichas pérdidas. Los valores más altos de conversión de celulosa se
han encontrado para las condiciones de pretratamiento a 210W durante 8 minutos y 230W
durante 4 minutos (69,32% y 68,84% respectivamente).
Aunque desde el punto de vista de economía global del proceso hay que buscar
condiciones en las que la degradación de la celulosa sea mínima, uno de los objetivos
fundamentales del pretratamiento debe ser aumentar al móximo la eficiencia de sacarifica-
ción de la celulosa ya que ésto conduciría a la obtención de jugos azucarados de mayor
concentración en azúcares y más adecuados para ser sometidos a fermentaciones
posteriores.
La principal ventaja del pretratamiento de explosión por vapor es la posibilidad de
minimizar la descomposición de azúcares durante el mismo acotando estrictamente las
condiciones de pretratamiento así como, la obtención de altas concentraciones de azúcares
utilizando moderadas concentraciones de enzima.
Asimismo, la presencia de lignina, cuyas pérdidas son escasas o nulas durante el
tratamiento de O.nervosum en las distintas condiciones ensayadas. no parece, a la vista de
los resultados constituir en el material pretratado una barrera para el acceso de las enzimas
a la fracción celulósica.
También es interesante resaltar que las conversiones de celulosa son relativamente
altas incluso cuando se realizó la hidrólisis enzimática después de haber secado el residuo
obtenido tras el pretratamiento. Sin embargo, otros autores <Grous y col.. 1986) han obser-
vado que la producción de glucosa cuando la biomasa se seca previamente a la hidrólisis es
mucho menor que cuando la biomasa permanece húmeda. La explicación de este fenómeno
según estos autores es que, posiblemente, se pueda producir un colapso en la estructura
porosa creada durante el pretratamiento. En cualquier caso, para el trabajo aquí recogido se
ha optado por el secado previo del residuo con el fin de poder realizar una mejor compara-
ción con los otros tipos de pretratamientos.
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4.2.23.1. Pretratamienta de explosián por vapor en media ácido.
De acuerdo con los resultados obtenidos por algunos autores, la aplicación del trata-
miento de explosión con vapor en condiciones ácidas mejora la solubilización de la hemicelu-
losa, reduciendo la temperatura y tiempo óptimos de reacción y disminuyendo
consecuentemente la de gradación de las pentosas. Así, por ejemplo, según Morjanoff y
Gray (1987> el tiempo óptimo de pretratamiento sobre bagazo de caña a 220W disminuye
de 3 minutos a 30 segundos cuando éste se realiza en condiciones ácidas (1% H2504). La
producción de glucosa por hidrólisis enzimática del mismo aumentaba desde 48 gibO g
bagazo, cuando el tratamiento se realizaba en ausencia de ácido sulfúrico, hasta 57,7 g/100
g sustrato cuando se realizaba en presencia de ácido.
Pourquie y Vandecasteele <1990) obtienen un incremento del rendimiento de la hidró-
lisis enzimática de paja de trigo desde 5,8%, en el caso del sustrato nativo, a 3 1,3% en el
caso del sustrato sometido a pretratamiento de explosión de vapor <21 atm., 3 mm.) y 62%
en el caso de realizar este último pretratainiento en condiciones ácidas H2S04 0,08N; 18
atm.. 12 mm.). Los mismos autores observaron este mismo efecto de incremento del rendi-
miento de la hidrólisis no sólo para la paja de trigo sino también para biomasas procedentes
de distintas especies (residuos agrícolas y forestaies) aunque en el caso concreto de biomasa
procedente de maderas blandas éstas fueron menos susceptibles a este tipo de
pretratamiento.
Los resultados obtenidos por Aguilera y San Martin (1985> muestran que la digesti-
bilidad enzimática de la biomasa procedente de pino (madera blanda) aumenta entre 4 y 6
veces con respecto al sustrato nativo, cuando se realiza el pretratamiento- de explosión por
vapor en ausencia de ácido, y alrededor de 10 veces cuando el sustrato se impregna previa-
mente con ácido sulfúrico.
A la vista de lo expuesto, se ha estudiado este tipo de pretratamiento para la
biomasa del cardo O. nervosum realizando la impregnación del material con ácido sulfúrico
al 0.4% y 1%.
Recuperación del material inicial,
En la tabla LIII se recogen los resultados obtenidos de recuperación de material
inicial ¿expresado como porcentaje en peso seco) así como los valores de composición en






































































































































































































































































































































































































































































































































































En el rango de condiciones estudiadas la máxima recuperación se obtuvo cuando el
pretratamiento se realizó a 170W durante 2 mm. e impregnando el material con H2504 al
0,4%. Además, tal y como cabría esperar, la recuperaciones fueron menores que en el caso
del pretratamiento de explosión de vapor en ausencia de ácido si se comparan los valores
obtenidos para una condición dada.
Recuperación de celulosa y lignina.
En la tabla LIV se recogen los valores de recuperación de celulosa (expresado como
glucosa), azúcares reductores y lignina, expresados en porcentaje para cada una de las
condiciones de pretratamiento realizadas. El análisis de la varianza se muestra en el anexo
III.
Con este tipo de pretratamiento, se producen, al igual que en el caso de ausencia de
ácido, altas pérdidas de azúcares reductores, siendo éstas menores para el caso concreto de
la glucosa. Con respecto a esta última fracción es de destacar que la variable tiempo, al
menos en el rango estudiado, no parece que tenga una influencia significativa, mientras que
en el caso de los azúcares reductores totales sí la tiene. En ambos casos, el aumento de
temperatura y concentración de ácido utilizado en la impregnación no producen disminucio-
nes significativas de la recuperación. La fracción de lignina, sin embargo. tiene un patrón de
solubilización diferente: sólamente el aumento de la concentración de ácido sulfúrico hace
disminuir la recuperación de lignina, mientras que ni la temperatura ni el tiempo de pretra-
tandento parece que ejerzan una gran influencia (no se han encontrado diferencias significa-
tivas p=O.O1i. Otro punto interesante es la pequeña deslignificación que se produce con este
tipo de pretratamiento. ésta fue menor del 10% en todos los casos estudiados.
Rendimiento de la hidrólisis enzimática.
Producción de glucosa.
En la tabla LV se muestran los valores de producción de glucosa y’azúcares reducto-
res (expresados como porcentaje) después de 48 horas de hidrólisis enzimática. En el anexo
III se muestran los análisis de varianza correspondientes a estos datos.
Con este tipo de pretratamiento se obtuvo en todos los casos un incremento con
respecto al sustrato nativo en la producción de glucosa que varió desde 1,7 en las condicio--
nes menos favorables hasta 2,9 en aquéllas más favorables.
Eficacia de sacarifico ción y con versión de celulosa en glucosa.
Aunque con la impregnación ácida cabría esperar que se incrementase el efecto de la
explosión por vapor en la hidrólisis enzimática, los resultados muestran <como se observa en
la tabla LV) que se produce una considerable disminución en la eficacia d&sacarificación y

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































miento de explosión por vapor en condiciones ácidas no produce pérdidas aditivas de glucosa
con respecto al sustrato sin impregnar, ésto puede sugerir la posibilidad de formación de
algún inhibidor de la actividad enzimática durante el pretratamiento en dichas condiciones.
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4.2.2.8. Pretratamiento biológico.
Además de por métodos físicos o químicos, como los descritos en apartados anterie-
res, existe la posibilidad de pretratar los materiales lignocelulósicos por métodos biológicos,
empleando microorganismos capaces de crecer sobre dichos materiales, provocando trans-
formaciones en su estructura que faciliten el posterior ataque por las enzimas celulolíticas.
Es evidente que un pretratamiento de este tipo tiene como exigencia que los microorganis-
mos responsables de dicha transformación respeten al máximo el contenido en celulosa de la
materia prima. Los microorganismos capaces de desarrollarse utilizando selectivamente la
lignina como fuente de energía son, en principio, los más adecuados para este tipo de
pretratamiento ya que podría obtenerse como consecuencia del mismo un material desligni-
ficado, rico en la fracción holocelulósica y por tanto de alto valor para su posterior sacarifi-
cación por hidrólisis enzimática.
Aunque este tipo de pretratamiento tiene algunas desventajas. como son los largos
tiempos requeridos para el mismo, presenta las ventajas con respecto a los pretratamientos
químicos y físicos derivadas de: la menor complejidad. menor consumo de agua, menor
gasto energético. facilidad de manipulación del material fermentado y una menor inversión
inicial de capital.
Debido al carácter aromático y a la naturaleza de los enlaces intermonoméricos, la
lignina es uno de los materiales de origen biológico más resistente a la degradación. En
consecuencia, existen relativamente pocos grupos de organismos con capacidad para degra-
darla o alterarla significativamente. Los únicos organismos que en la Naturaleza producen
una importante degradación de materiales con alto contenido en lignina son ciertos basidio-
micetos. Dentro de los basiodiomicetos. se encuentran el grupo denominado en su conjunto
“hongos de pudrición” o “podedrumbre blanca”, que se caracterizan por la alteración y
degradación de la lignina hasta C02 y agua, conjuntamente a la utilización de los restantes
componentes mayoritarios del material. Los basidiomicetos de este grupo son los degrada-
dores de lignina más eficaces que se conocen. Dentro de este grupo se encuentra el hongo
Ph.aneroc/zaete chrysosporinm con el que se han llevado a cabo la mayor parte de los
estudios sobre aspectos químicos y enzimáticos de la degradación de lignina <Buswell y
Odier, 1987; Kirk y Farrel, 1987; Troller y col., 1988: Waldner y col.; 1988, Kantelinen y
col., 1988).
Dado que se ha descrito que P.chrysosporiun¿ es capaz de degradar lignina de made-
ras procedentes de gimnospermas y angiospermas así como también la lignina procedente
de residuos agrícolas (Hatakka. 1983: Agosin y Odier. 1985; Bono y col., 1985; RoIz y col.,
1988) se ha querido estudiar la posibilidad de utilizar este hongo como pretratamiento
biológico previo a la hidrólisis enzimática de Oneriosum.
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Parece ser que el proceso de degradación de la lignina ocurre tras el inicio del
metabolismo secundario durante el cual el hongo puede sintetizar un sistema de enzimas
ligninolíticas. El principal inconveniente con estos microorganismos es que utilizan, como
cosustrato, la celulosa y hemicelulosa, por lo que los estudios realizados en este campo van
dirigidos a encontrar mutantes y condiciones de cultivo que favorezcan la degradación de la
lignina sin que la celulosa sea consumida en gran medida (Kirk y col., 1986). Con vistas a la
aplicación de procesos de deslignificación es deseable que las actividades ligninolíticas, celu-
lolíticas y hemicelulolíticas sean de tal intensidad que se produzca una importante degrada-
ción de la lignina sin que la celulosa se llegue a degradar significativamente. En la iniciación
o supresión del metabolismo secundario y por tanto de la degradación de la lignina, juega un
papel importante la disponibilidad de nitrógeno en el medio, de forma que la degradación de
la lignina sólo se produce en medios inicialmente pobres en nitrógeno o cuando éste se ha
agotado (Fenn y Kirk. 1981; Fenn y col., 1981; Jeffries y col.. 1981).
El estudio del pretratamiento biológico de O.nervosum previo a la hidrólisis con
enzimas se ha llevado a cabo inoculando una suspensión de esporas de 1’. chrysosporium. El
sustrato al que se añadió como única fuente de nitrógeno una solución de nitrato amonico al
25% hasta una relación de 113. El sustrato utilizado fue cardo tanto nativo como sometido
a diferentes pretratamientos químicos <el procedimiento utilizado para la realización de este
tipo de pretratamiento se recoge en el apartado correspondiente del capítulo de Materiales
y Métodos).
Recuperación de material inicial.
En la figura 39 se encuentran recogidos los datos correspondientes a la pérdida de
peso en función del tiempo de fermentación con P.ch/ysosporium, sobre cada uno de los
sustratos estudiados (cardo nativo o sometido a diferentes pretratamientos químicos>.
En el anexo III se muestran los análisis de varianza utilizados paia comprobar los
datos de porcentaje de insolubilización a lo largo de la fermentación.
Se observa claramente un marcado efecto en lo que respecta al tipo de sustrato sobre
el que se realizó la fermentación con P.chrysosporium. Cuando la fermentación se realizó
sobre sustrato nativo, las pérdidas de peso fueron mayores que para el resto de sustratos
sometidos a los diferentes pretratamientos químicos. En el primer caso, las pérdidas de peso
durante la primera semana fueron relativamente altas, aumentando solo ligeramente a
partir de ésta. Cuando el sustrato sobre el que se realizó la fermentación fue tratado con un
agente oxidante no se observó pérdida significativa de peso durante las primeras cuatro
semanas <p<O,O5>.
El crecimiento del hongo evaluado tanto por el aumento del contenido en nitrógeno
total (figura 40> como por las pérdidas de peso seco del sustrato se produce fundamental-
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el sustrato sometido a pretratamiento oxidante
Recuperación de celulosa y lignina.
En las tablas LVI, LVII, LVIII y LIX se muestran los valores obtenidos en cuanto a
la composición en glucosa, azúcares reductores y lignina (expresados en porcentaje sobre
peso seco) de los residuos obtenidos después de la fermentación por P.chrysosporium sobre
cada uno de los sustratos utilizados.
En el anexo III se muestran los análisis de varíanza elaborados para comparar los
datos de recuperación de celulosa, azúcares reductores y lignina a lo largo de la fermenta-
ción con P.cl¿rysosporiznn sobre cada uno de los sustratos utilizados.
La influencia del tiempo de fermentación con P.chrysosporium en la composición de
holocelulosa (referida a la composición inicial del sustrato> se muestra en las figuras 41 y 42
en las que se representan los valores de glucosa y azúcares reductores expresados como
porcentajes del contenido inicial de los mismos.
Se obtuvieron mayores pérdidas de celulosa cuando la fermentación se realizó sobre
cardo nativo> Durante la primera semana se recuperó sólamente el 48.06±1.67 % de la
celulosa (expresado en % de glucosa> y, después de un tiempo de fermentación de 4 sema-
nas, la recuperación de celulosa fue solamente del 21,69±0,74%. lo que indica que el hongo
utiliza fundamentalmente celulosa para su crecimiento.
Cuando el tratamiento se realizó sobre material pretratado en medio básico, se
obtuvieron pérdidas de hasta el 65,95±0,45% durante las cuatro semanas de cremiento del
hongo. estas pérdidas fueron menores cuando el crecimiento se realizó sobre sustrato pretra-
tado en medio ácido (35,76±1,84%).
Cuando se utilizó sustrato pretratado con agente oxidante no se encontraron pérdi-
das significativas, lo cual está de acuerdo con la baja capacidad de crecimiento del hongo
sobre este tipo de sustrato.
En la figura 43 se muestra la influencia del tiempo de fermentación en la composi--
ción de lignina referida a la composición inicial del sustrato. Se observa cómo el crecimiento
del hongo va acompañada de una tasa de deslignificación variable según los casos. Así, por
ejemplo, cuando el hongo crece sobre cardo nativo se produce una deslignificación progresí-
va durante las cuatro semanas de crecimiento, alcanzándose una deslignificación del 73,42:
±0,75% después de cuatro semanas de crecimiento. En el caso de utilización de un sustra-
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Figura 41. Influencia del tiempo de fermentación con P.chrysosporiunt en la recuperaclon
de celulosa referida a la composición inicial del sustrato O.neruosu-m nativo o
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crecimiento, no siendo ésta significativa durante las dos semanas siguientes ¿después de 4
semanas de crecimiento la deslignificación fue solamente del 9,73±1,81 %>. También, en el
caso del crecimiento del hongo sobre sustrato tratado en medio básico, es a partir de la
segunda semana cuando se empieza a producir deslignificación, alcanzando el 44,14±1,41%
después de cuatro semanas de crecimiento.
Cuando el sustrato utilizado fue pretratado con agentes oxidantes no se produjo
deslignificación significativa durante las cuatro semanas de crecimiento (p=O,05).
Rendimiento de la hidrólisis enziniática.
Producción de glucosa.
En las tablas LX y LXI se recogen los valores obtenidos de producción de glucosa y
azúcares reductores respectivamente, después de la hidrólisis enzimática de los residuos
obtenidos, a lo largo de la fermentación sobre cardo nativo o sometido a los diferentes
pretratamientos químicos. Los rendimientos obtenidos en la hidrólisis enzimática muestran
tal y como cabria esperar, de acuerdo con el patrón de utilización de los distintas fracciones
de material lignocelulósico durante el crecimiento del hongo, la ineficacia de este tratamien-
to como fase previa a un proceso de hidrólisis enzimática.
En el anexo III se muestran los análisis de varianza correspondientes a estos ensa-
yos. Salvo en el caso de la utilización del sustrato pretratado con agente oxidante, sobre el
que se produce poco o ningún crecimiento del hongo, en el resto de los casos, la producción
de glucosa fue menor que cuando el sustrato original no fue sometido a pretratamiento
biológico. La elevada utilización de las fracciones más fácilmente solubilizables de compo-
nente holocelulósico previamente a la aparición de la actividad deslignificadora, convierte el
material pretratado por este método, contrariamente al objetivo perseguido con su aplica-
ción, en un sustrato empobrecido en el componente celulósico y constituido a su vez por
celulosa más difícilmente hidrolizable por el sistema enzimático. La parcial deslignificación
observada no parece contrarrestar estos efectos negativos originados como consecuencia de!
crecimiento del hongo.
E/icaria de sacarificación y con versión de ce/ii/oso en gil/cosa.
En las tablas LXII y LXIII se recogen los valores de eficacia de sacarificación y
conversión de celulosa en glucosa repectivamente para cada una de las condiciones estudia--
das. En el anexo III se muestran los análisis de varianza de estos índices.
Tal como cabría esperar a la vista de los bajos valores obtenidos en cuanto a la
producción de glucosa, la eficacia de sacarificación disminuye con este tipo de pretratamien--
to. En el caso del sustrato sometido a pretratamiento con sosa se llegan a valores de eficacia










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En cuanto a los valores de conversión de celulosa en glucosa, que son más represen-
tativos del rendimiento global del proceso, ya que contempla no sólo la eficiencia del ataque
enzimático sino también las pérdidas de material ocurridas durante el pretratamiento, se
observa que la disminución con el tiempo es más drástica.
A la vista de estos resultados, se puede concluir que la utilización de un pretrata-
miento biológico de material lignocelulósico encaminado a aumentar el rendimiento de una
hidrólisis enzimática posterior, requiere la selección cuidadosa de microorganismos y condi-
ciones de fermentación que permitan una utilización selectiva de la fracción de lignina
respetando al máximo el contenido en celulosa de las fibras, sustratos potenciales de la
acción hidrolítica de las enzimas.
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4.2.2.9. Estudio comparativo de la eficacia de los distintas
pretratamientos.
En este apartado y para facilitar la comparación entre los distintos pretratamientos
aplicados a la biomasa del cardo O. nervosum se recogen los resultados de recuperación de
material y rendimiento de hidrólisis para las condiciones óptimas dentro de cada uno de los
pretratamientos. En la tabla LXIV se recogen las condiciones de operación de los pretrata-
mientos seleccionados.
En la figura 44 se recogen los datos de recuperación de material inicial, así como los
de recuperación de los distintos componentes analizados (glucosa, azúcares reductores y
lignina) en los residuos sólidos obtenidos después del pretratamiento.
Los datos sobre rendimientos de hidrólisis se presentan expresados tanto en función
del peso seco del sustrato pretratado (figura 45> como del contenido en celulosa de dicho
sustrato (figura 46>. En la figura 46 se representan asimismo los valores de conversión de
celulosa en glucosa para los distintos pretratamientos.
Como queda reflejado en la figura 44, tanto con los pretratamientos de tipo físico
(radiación gamma y explosión por vapor) como con el pretratamiento en medio acuoso a
1500C no se produce deslignificación apreciable del sustrato, además los residuos sólidos
pretratados por estos métodos son los que presentan una mayor relación lignina/celulosa.
Con los pretratamientos de tipo químico se producen ligeras deslignificaciones que variaron
entre el 15 y 30% salvo en el caso del pretratamiento oxidante en el que se produjeron las
mayores deslignificaciones (alrededor del 60%>. siendo el residuo correspondiente a este
último tratamiento el que presenta la relación lignina/celulosa menor.
En algunos pretratamientos químicos (alcalino a 1000C y etanol> y en el tratamiento
de explosión con vapor en condiciones ácidas, se produjeron elevadas recuperaciones de la
fracción de celulosa, siendo total en el caso del tratamiento con etanol. En el resto de los
pretratamientos las pérdidas de celulosa variaron entre 25 y 40%.
En todos los casos, se produjo una marcada pérdida de hemicelulosa (valorada indi-
rectamente a partir de los azúcares reductores), siendo ésta bastante evidente en los trata-
mientos alcalinos, con agua a 1500C y de explosión por vapor. Los residuos
correspondientes a estos tipos de pretratamiento presentaban los valores de relación
glucosa/azúcares reductores más elevados, mientras que los más bajos corresponden a los






















































































































































































































































































































































































Efecto del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. nervosum en el porcen-
taje de recuperación del material inicial (expresado como peso seco) y en la
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Figura 45. Efecto del tipo de pretratamiento de la biomasa de Onervosuin en la produc-








































Figura 46. Influencia del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. nervosum en la
eficacia de sacarificación (ES) y conversión de celulosa en glucosa (CC) por
hidrólisis enzimática.
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Con respecto al rendimiento de hidrólisis enzimática expresado como liberación de
glucosa en el medio de hidrólisis ensayado (figura 45>, las máximas producciones se obtuvie-
ron para el pretratamiento de explosión por vapor, siendo éstas casi 5 veces mayores a la
correspondiente al sustrato nativo.
En cuanto a los índices eficiencia de sacarificación y conversión de celulosa en
glucosa (figura 46), el pretratamiento de explosión con vapor es el que presenta los valores
más elevados, seguido por los pretratamientos con álcali y etanol. En estos dos últimos
casos, los valores de conversión de celulosa en glucosa se aproximan a los de eficacia de
sacarificación debido a que las pérdidas de celulosa fueron muy pequeñas. Los residuos
obtenidos después del tratamiento de explosión por vapor presentaban elevada proporción
de lignina y pequeña proporción de hemicelulosa.
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4.3. Seguimiento del proceso cJe hidrólisis de O.nervosum
pretratado.
Se ha estudiado la relación entre el porcentaje de hidrólisis, tiempo de reacción y
dosis de enzima. Para ello se ha utilizado el O.nervosum pretratado de acuerdo a las condi-




El seguimiento del proceso de hidrólisis se realizó durante un periodo de tiempo
entre 1 y 94 horas, utilizando una concentración de sustrato de 50 g/l (C
0) y añadiendo dosis
variables de enzima (5-40 UI/g sustrato).
La concentración de glucosa y celobiosa en el hidrolizado se determinó por HPLC.
La concentración de celulosa hidrolizada Y (g/l) se calculó de acuerdo a la siguiente
expresión:
Y [gluJ 0.9+ [cel] 0,95.
donde [glul y ¡celJ son la concentración de glucosa y celobiosa en el hidrolizado expresado en
g/l.
El rendimiento de la hidrólisis se expresó como la relación entre la celulosa hidroli-
zada y la concentración inicial de sustrato expresado como porcentaje (100Y/Co).
En la figura 47 se muestran las cinéticas de hidrólisis del O. neruos¡nn pretratado
para distintas relaciones enzima-sustrato. Se observa un comportamiento bifásico caracteri-
zado por una etapa inicial de hidrólisis rápida hasta aproximadamente 10-12 horas, seguida
de una etapa más lenta. El rendimiento de hidrólisis aumentó después de 94 horas de
hidrólisis desde el 15.3% (5UIPF/g sustrato> hasta el 36,6% (40 UI/g sustrato).
En la figura 48 se muestra el efecto de la dosis de enzima en el rendimiento de
hidrólisis (100Y/C0) después de 24 y 48 horas. Se observa que alrededor del 70% del
máximo rendimiento obtenido se consigue para valores de actividad enzimática de 1OUIPF/
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restante. Esto debe tenerse en cuenta a la hora de aplicar procesos de hidrólisis y decidir si.
desde el punto de vista técnico y económico resulta más interesante utilizar mayor actividad
de enzima o, el elevado coste de las enzimas aconseja su utilización en menor proporción, a




De los resultados obtenidos y discutidos en el apartado anterior se pueden extraer
las siguientes conclusiones:
1.- La producción de enzimas celulolíticas utilizando cultivos de Triehoderma longi-
brachiatum QM9414 ha mostrado los mejores rendimientos cuando se utilizó como fuente
carbonada un sustrato celulósico puro. Empleando biomasa de Onopordunt nervosum como
sustrato hidrocarbonado para la producción de enzimas, se observaron los mejores resulta-
dos cuando dicho sustrato fue sometido a pretratamiento ácido. La presencia de sustratos
lignocelulósicos en el medio influye negativamente tanto en la duración del proceso como en
la manipulación de los cultivos debido a la mayor dificultad de crecimiento sobre dichos
materiales y a la baja densidad de los mismos.
2.- Las condiciones óptimas de actividad del complejo enzimático obtenido se encon-
traron para rangos de pH y temperatura comprendidos entre 4,3-4,8 y 50-550C respectiva-
mente. La preparación enzimática utilizada presentó una elevada estabilidad en las
condiciones de hidrólisis seleccionadas (pH 4,8 , temperatura 500C y tiempo de reacción 48
horas>. La frglucosidasa, en particular, conservó el 90% de su actividad después de 72 horas
en dichas condiciones. Los estudios cinéticos de la actividad ~-glucosidasa utilizando como
sustrato celobiosa y p-nitrofenil- frD-glucopiranósido muestran un comportamiento cinético
de Michaelis-Menten. El modelo de inhibición de esta enzima por glucosa, ha resultado ser
de naturaleza competitiva.
3.- Onopordum nervosum, especie seleccionada para este trabajo como material lig-
nocelulósico de interés debido a sus características de crecimiento, productividad y composi-
ción, presenta en su forma nativa, bajos rendimientos de hidrólisis enzimática. Empleando
las enzimas celulolíticas de T. tongibrachiatum se obtuvieron porcentajes de hidrólisis de su
fracción celulósica inferiores al 23%. Estos resultados indican la necesidad de someter esta
biomasa a pretratamientos previos al proceso de hidrólisis con objeto de favorecer la acción
hidrolítica así como aumentar la concentración de celulosa en el material pretratado a fin de
obtener hidrolizados de más elevada concentración.
4.- La mayoría de los pretratamientos químicos y físicos utilizados incrementan
considerablemente el rendimiento de transformación por hidrólisis enzimática. El tratamien-
to biológico con Phanerochaete chrysosporium, debido a la elevada utilización de la fracción
celulósica por parte del hongo, así como el pretratamiento alcalino con hidróxido cálcico han
presentado efectos negativos sobre dicho sustrato.
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Entre los pretratamientos de tipo químico (alcalinos, ácidos, oxidantes y orgánicos)
los que han producido mejores resultados han sido los pretratamientos alcalinos con hidró-
xido sódico y los pretratamientos con solventes orgánicos.
5.- El pretratamiento alcalino con hidróxido sódico aumenta considerablemente la
digestibilidad enzimática, pero a costa de importantes pérdidas de materia seca, siendo
característica en este tipo de pretratamiento una rápida solubilización durante los primeros
10 minutos de reacción en el rango de temperaturas y tiempos estudiados. Los mejores
resultados se lograron en condiciones de tratamiento relativamente suaves (1000C, 1%
NaOH, 10 minutos). En estas condiciones, se produjo una deslignificación del 26% y una
pérdida de celulosa del 11%. El rendimiento de azúcares por hidrólisis enzimática aumentó
desde 68 gramos de glucosa por kilogramo de sustrato nativo hasta 158 gramos de glucosa
por kilogramo de sustrato nativo.
6.- En general, con el pretratamiento con solventes orgánicos se obtuvieron reduci-
das pérdidas de celulosa, produciendose además ligeras deslignificaciones (rango de desligni-
ficación obtenido 14-34%) siendo mayores éstas cuando se utilizó butanol como solvente. En
las condiciones óptimas de pretratamiento se incrementó la producción de glucosa por
hidrólisis enzimática en un factor de 2,8 respecto al sustrato nativo.
7.- El estudio de la eficacia del pretratamiento de irradiación sobre el rendimiento de
la hidrólisis enzimática muestra que aunque éste puede aumentar hasta 2,6 veces, las
pérdidas cosiderables que experimenta la fracción de celulosa se traducen en un rendimiento
final del proceso poco satísfactiorio. El tratamiento ácido posterior a la irradiación potencia
sólo en algunos casos el efecto positivo de la misma, sobre todo a dosis de 20 Mrad. En
generat a dosis mayores no se incrementa la acción de k irradiación.
8.- La técnica de explosión por vapor ha mostrado ser el pretratamiento más eficaz
para la biomasa lignocelulósica de O. nervosnm. La presencia de lignina, cuyas pérdidas son
escasas o nulas durante el pretratamiento de dicho sustrato, no parece a la vista de los
resultados, constituir en el material pretratado una barrera para el acceso de las enzimas a
la fracción celulósica. No se observa incremento de la eficacia de sacarificación ni de la
conversión de celulosa en glucosa cuando se realiza el tratamiento de explosión de vapor
sobre biomasa previamente impregnada con ácido sulfúrico, no existiendo además pérdidas
adicionales de celulosa en dichas condiciones.
9.- El máximo rendimiento de transformación por hidrólisis enzimática ha sido obte-
nido cuando la biomasa lignocelulósica fue pretratada por explosión con vapor a 1300C
durante 1-2 minutos. En estas condiciones, se hidroliza más del 90% de la glucosa potencial
contenida en el material pretratado. Este rendimiento equivale a una producción de 204
gramos de glucosa por kilogramo de biomasa seca inicial que comparado con la obtenida
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para el sustrato nativo, supone un valor final de transformación en glucosa tres veces
superiores. Aunque los rendimientos globales podrían mejorarse considerablemente si se
redujeran las pérdidas de glucosa durante el pretratamiento, las características específicas
de la planta de explosión por vapor utilizada no han permitido realizar una selección más
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pH antes de esterilizar 6
Preparación:
Los trozos de patata se hierven en aproximadamente 500 ml de H20 durante 1
hora. A continuación se filtra a través de gasa y se enrasa a 1 litro con agua destilada.,
Posteriormente se añade el agar y la glucosa, ajustandose el pH a 6 antes de esterilizar.,






























A este medio, ya preparado, se le añadió una solución de metales traza preparada
aparte, en una cantidad de 1 ml. por litro de medio. El medio debe esterilizarse previamen-











1120 c.s.p. 1000 ml.
La disolución de metales trazas, una vez preparada y ésteril, se mantiene estable en
nevera durante aproximadamente tres meses.
El pH del medio se ajustó después de esterilizar a 5-5,5 mediante la adición de
NaOH 2N o CIH 0,5 N.
REACTIVO 3,5-DINITROSALICILICO.
Composición:
-ácido 3,5-dinitrosalicílico al 1% (plv>.
-hidróxido sódico al 1% (p/v).
-sulfito sódico al 0,05% (p¡v).
-sales de Roche/le <tartrato sódico-potásico) al 20% (p/v>.
-fenol destilado al 0,2% <p/v).
REACTIVO PROTEINAS.
Composicion:
A) Solución de Na2COS a] 2% lp/ii en NaOH 0.1 N.
B> Solución de CaSO4 al 0,5% (p/v> en tartrato potásico al 1% (pfv).
C) Solución alcalina de cobre que se obtiene mezclando 50 ml de A y 1 ml de C.
O) Reactivo de Folin diluido 1/1 con agua destilada.
DETERIMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.
Reactivo alcalino de Somogyi.
Composicion:
Solución 1
-tartrato sódico potásico 12 g.
-carbonato disódico anhidro 24 g.
-carbonato monosódico 16 g
-sulfato sódico 114 g.
-agua destilada 500 ml.
Solución II
-sulfato de cobre CuSO4.7H20 4 g.
-sulfito disódico 36 g.
-agua destilada 200 ml.
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Preparación:
El reactivo cúprico se prepara en el momento de su utilización mezclando 4 volúme-





-H2504 concentrado 21 ml.
-agua destilada 400 ml.
Solución II:
-Na2HAsO4.7H20 3 g.
-agua destilada 25 ml.
Preparación:
El reactivo arsenomolíbdico se prepara mezclando las soluciones 1 y II en frasco
topacio y se deja en oscuridad a 3700 durante 24 horas.
Procedimiento:
Se toma 1 ml muestra convenientemente diluida para que la concentración de azúca-
res se encuentre del margen adecuado, se añade 1 ml de reactivo de Somogyi. La mezcla se
calienta en baño de agua a ebullición durante 30 minutos. A continuación se enfrían los
tubos y se añade 1 ml de reactivo arsenomolíbdico. Cuando acaba la reacción se enrasa a 25
ml con agua desionizada y finalmente se determina la DO a 540 nm, frente a un blanco
preparado de forma idéntica a la muestra problema en el que ésta última es sustituida por
1 ml de agua desionizada, como patrón se utilizó una disolución de glucosa de 100 pg/ml.
En general, aunque los residuos agrícolas contienen distintos azúcares-. cuyas canti-
dades varian de unos a otros, vamos a referir los datos de azúcares reductores a glucosa,
independientemente de las diferencias en el poder reductor de unos azúcares a otros.
DETERMINACIÓN DE GLUCOSA.
Para la determinación de glucosa se ha utilizado el método enzimático <de la 6
hexoquinasa> comercializado por Boeliringer. La glucosa se determina a un pH 7,6, con las
enzimas hexoquinasa (HK> y glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH>. La glucosa se
fosforila con adenosin-5’-trifosfato (ATP).
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11K
Glucosa + ATP -3G-6-P + AIF.
La glucosa-6-fosfato formada es posteriormente oxidada por la nicotinamida-adenin-
dinucleótido fosfato (NADP> en presencia de glucosa-6-fosfato- deshidrogenasa (G6P-DH) a
glucosa-6-fosfato formandose NAOPH reducido.
06P—DH
G—6--P + NADPH -*gluconato—6—fosfato+NADPH+H+
La cantidad de NADPH formada durante la reacción es proporciona] a la cantidad de
glucosa formada. El NADPH se determina por su absorción en espectrofotómetro a 340 nm.
DETERMINACION DE GLUCOSA Y CELOB(OSA POR I-IPLC
La separación y cuantificación de glucosa y celobiosa se ha llevado a cabo con un
cromatógrafo de líquidos ffewlett-J-’acfcard 108113 con detector de índice de refracción
79877A.
Columna: Amin ex HPX-87P <300x7,8 mm).
Temperatura de columna: 850C.
Eluyente: agua reactiva.
Flujo del eluyente: 0,6 mí/mm.
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ANEXO II
DESCRIPCION DE LA PLANTA PILOTO.
La planta piloto en la que se han llevado a cabo las pruebas de explosión por vapor
está contituida por 3 unidades: reactor de explosión por vapor, acumulador y ciclón de
descarga, cuyas características se describen a continuación.
Reactor de explosión por vapor.
Es la cámara donde la biomasa lignocelulósica es comprimida y despresurizada
súbitamente.
Consiste en una tubería de 3” de diametro nominal de acero inoxidable 316, monta
do verticalmente y limitado por 2 válvulas de paso reducido de 3” de diametro en acero
inoxidable 316.
La válvula situada en el extremo superior se abre manualmente y a su través se
efectúa la carga de la biomasa lignocelulósica en el reactor.
La válvula del extremo inferior de la cámara se abre mediante un dispositivo de
disparador y muelle con el fin de lograr una apertura en menos de 1 segundo. De esta
manera, la mezcla de vapor y biomasa se descarga violentamente pasando a través de la
tubería que conduce al ciclón.
La cámara del reactor, válvulas y tubería de descarga estan aisladas con lana mine-~
ral, de 70 mm de espesor, con el fin de disminuir al máximo razonable la condensación del
vapor en el proceso de compresión-expansión.
La cámara del reactor está provista de la siguiente instrumentación y elementos de
seguridad:
a) Dos termómetros, uno en la parte superior de la cámara, cerca de la válvula de
carga y otro en la parte inferior, cerca de la válvula de descarga, de modo que
pueda comprobarse la temperatura del vapor y de la biomasa
independientemente.
b) Válvula de seguridad tarada a la presión máxima del acumulador de vapor.
c> Un manómetro.
d> Conexión de ventilación para despresurización después de los precalentamien-
tos con el fin de permitir, a continuación, la apertura de la válvula de carga.




La mezcla de vapor y material lignocelulósico expulsado en cada disparo entra en el
ciclón de descarga horizontal y tangencialmente. El ciclón esta construido en acero inoxida-
ble 316 y tiene una parte cilindrica de 16” de diamétro y una parte troncocónica que
partiendo de la cilindrica, hacia abajo y con angulo de 600 acaba en el cuello de una brida
DN-80 y DN 16, sobre la que se monta una válvula de tipo tajadera por la que se extrae el
material expansionado en el reactor.
El borde superior de la parte cilindrica del ciclón acaba en una brida de 16” provista
de orejetas y pasadores que sujetan las 16 pernas de ojo que fijan la brida ciega, que hace de
tapadera de ciclón.
El ciclón incorpora un termómetro y un manómetro
Acu,nrdador de vapor.
El acumulador ha de suministrar vapor al reactor de explosión por vapor. Consiste
en un recipiente a presión provisto de 3 resistencias eléctricas de 9 Kw de potencia cada
una.
El recipiente tiene un diametro de 1000 mm y una altura, entre lineas de tangencia
de 930 mm. Está construido con acero a] carbono y posee las siguientes conexiones, instru-
mentos y elementos de seguridad.
- conexion de 1” de diametro para el indicador de nivel
- drenaje de 3 “/4” diametro
- valvula de seguridad de 2 “x3” de diametro
- manómetro
- termometro
- presostatos de control de las resistencias eléctricas.
En la salida de vapor además de una placa de orificio limitadora de caudal, se
dispone de una derivación de venteo a la atmosfera, cerrada por dos valvulas, con el fin de
permitir la salida de aire en los llenados iniciales y en la puesta en temperatura de servicio.
Los presostatos que actúan sobre las resistencias están tarados a presiones escalona--
das y actuará uno sobre cada resistencia apagándola o encendiéndola según se alcance o no




REFERENCIA EN EL TEflO: Tabla XXI.
Ensayo: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Recuperación glucosa (Z).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variación libertad cuadrados medio
Total 71 8233,844
Temperatura 2 2260,188 1130,094 244,958
Concentración 1 538,875 538,875 116,806
Tiempo 2 3042,375 1521,188 329,731
Temperatura
conce~tración 2 668,563 334,281 72,458
temperatura 4 1036,031 259,008 56,142
tiempo
Concentración 2 214,969 107,484 23,298
-xtiempo
Tem~5~ turax 4 223,719 55,930 12,123
conDe araclonlempo
Error 54 249,125 4,613










100W 120% 2 54 14,629
10000 15000 2 54 21,699
12000 15000 2 54 7,070
1% 2% 1 54 10,807 116,800
10 mm 30 aUn 2 54 22,140
10 mm 90 mm 2 54 22,338
30 mm 90 aUn 2 54 0,198
* P=0,10
** P ~ 0,05




REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.
Ensayo: Pretratamiento
(%).











Temperatura 2 2100,344 1050,172 82,176
Concentración 1 2900,031 2900,031 226,928





4 1390,406 347,602 27,200
Concentración
tiempo
2 472,281 236,141 18,4~*
Ten1~5? turax
conDe racioniempo
4 960,094 240,023 18,782
Error 54 690,094






100% 120% 2 54 10,301 53,052
100
0C 150% 2 54 11,760 69,147
120% 150% 2 54 1,459 1,065 NS
1% 2% 1 54 15,064 226,929
10 aUn 30 aUn 2 54 9,700 47,044
10 mm 90 mm 2 54 12,192 74,326








REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.
Ensayo: Tratamiento
ficación (%).










Temperatura 2 11303,360 5651,680 1909,867
Concentración 1 269,688 269,688 91,135
Tiempo 2 7435,032 3717,516 1256,256
Temperatura
concentración 2 278,938 139,469 47,131
temperatura
tíenpo
4 17660,830 4415407 1492,6~*
Concentración
tiempo
2 1976,203 988,102 333,908
Tern~e~~ turanc
con~e aracioniempo
4 1154,969 288,742 97,574
Error 54 159,797 2,959





1000C 120% 2 54 25,314 320,409
100% 150% 2 54 61,485 1890,225
120% 150% 2 54 36,171 654,169
1% 2% 1 54 9,547 91,140
10 mm 30 mm 2 54 44,361 983,949
10 aUn 90 mm 2 54 42,391 898,494






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas XVI, XVII, XVIII y XIX.
Ensayo: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Producción de glucosa por










Temperatura 2 1871,359 935,680 1301,684
Concentración 1 4,230 4,230 5,885











concevtracion 4 333,456 83,366 115,976
Error 54 38,816 0,719





1000C 120W 2 54 15,567 12l,l¿t
100% 150W 2 54 49,864 1243,214
120% 150W 2 54 34,297
1% 2% 1 54 2,424 5,87t
10 aUn 30 mm 2 54 ¡ 30,596 468,0~**
10 aUn 90 mm a 54 1 31,592 499,OS~







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XVI, XVII, XVIII y XIX.











Total - 71 18354,010
Temperatura 2 6967,875 3483,938 2062,964
Concentración j 277,523 277,523 164,332
Tiempo 2 6258,688 3129,344 1852,996
Temperatura








2 464,063 232,031 137,394
Temneratura.x
contentraclon -











10 aUn 30 aUn 2 54 52,682 1387,691
10 mm 90 mm 2 54 52,760 1391,790
30 mm 90 mm 2 54 0,078
* P =0,10




REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV.










Dosis 2 1715,828 857,914 97,213
Medio 3 286,469 95,490 10,820
Dosis X Medio 6 1405,266 234,211 26,539
Error 36 317,703 8,825





20 Mrad 50 Mrad 2 36 2,076
20 Mrad 100 Mrad 2 36 12,979 84,227
50 Mrad 100 Mrad 2 36 10,903 59,436
*







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.
Ensayo: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Recuperación azúcares
reductores (%).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variación libertad cuadrados medio
Total 71 5870,907
Temperatura 2 1813,813 906,906 182,959
Concentración 1 31,406 31,406 6,336
Tiempo 2 2014,719 1007,359 203,224
Temperatura
concentración 2 367,219 183,609 37,041
**
temperatura 4 303313 75,828 15,298
tiempo
Concentración 2 705,781 352,891 71,192
.2<tiempo
Temer tura..x 4 366,984 91,746 18,509
con~e aracion
x lempo
Error 54 267,672 4,957






100% 120% 2 54 13,048
1000C 150% 2 54 18,638 173,686
120% 150% 2 54 5,590 15,626
1% 2% 1 54 2,516 **6,332
10 mm 30 aUn 2 54 16,080 129,290
10 mm 90 mm 2 54 18,571 172,444









REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI.























ácido 2 180,281 90,141
j4j44*
Dosis2<
medio x ácido 4 381,984 95,496 14,989
Error 54 344,031 6,371
TEST DE SCREFFE. COMPABACTON MULTIPLE.
COMPARACION numerador denominador O F
20 Mitad 50 l4rad 2
20 Mitad 100 Mitad 2
50 Mitad 100 Mitad 2
Agua Aire 1 54 13,540 183,329
HCl S04112 2 54 5,616 15,767
ECl CH3—COOH 2 54 7,923 31,386








REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV:










Dosis 2 80,477 40,238 32,38~***
Medio 3 50,680 16,893 j359~
Dosis X Medio 6 397,008 66,168 53,258
Error 36 44,727 1,242
TEST DE SCIIEPFE. COMPARACION MULTIPLE.
20 Mrad 100 Mrad 2 36 8,004 32,03~
HCl 112S04 3 36 6,269 13,098










REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI -
Ensaya: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.
Recuperación de azúcares reductores (%).
Medio 1 1164,750 1164,75 405,661







ácido 4 398,734 99,684 34,718
Medio
xácido 2 181,906 90,953 31,6~*
Dosis2<
medio x ácido 4 160,547 40,137 13,979
Error 54 155,047 2,871
TEST DE SCBEFFE. COMPARACION MUIJTIPLE.
COMPARACION G.L.
numerador denominador
20 Mrad 50 Mrad 2 54 34,076 580,586
20 Hrad 100 Mrad 2 54 31,990 5l1,6~¿**
50 Mrad 100 Mrad 2
Agua Aire 1 54 20,141 405,663
Ecl 504112 2 54 1,451 1,0~
ECl C113—C0011 2 54 40,039 801$4$






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV.











Medio 3 4407,188 1469,063 29,70¿***
Dosis X Medio 6 1467,125 244,521 4,944
Error 36 1780,344 49,454





20 Mrad 50 Mrad 2 36 0,106
20 Mrad 100 Mrad 2 36 0,168
50 Mrad 100 Mrad 2 36 0,062
ECl H2S04 3 36 1,174
IKI CH3—COOH 3 36 3,723 4,620
ECL H20 3 36 5,630 10,564
112504 C113—COOH 3 36 4,896 7,992
112S04 1120 3 36 4,456 6,619






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI -











Dosis 2 2031,625 1015,813 82,896
Medio 1 1831,281 1831,281 149,443
Acido 2 1742,719 871,359 71,108
Dosis
medo
2 852,406 426,203 34,781
Dosis




ácfdo 2 1230,719 615,359 50,217
Dosis2<
medio x ácido 4 863,531 215,883 17,617
Error 54 661,719 12,254





20 PIrad 50 PIrad 2 54 11,987 71,841
20 PIrad 100 PIrad 2 54 10,066 50,663
50 Mrad 100 PIrad 2 54 1,921 1,84~
Agua Aire 1 54 12,225 149,44~
1101 504112 2 54 0,580 0,l6~
1101 0113—00011 2 54 10,606 56,242






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.
Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Producción de glucosa por hidrólisis










Dosis 2 73,639 36,819 79,0~*
Medio 3 124,455 41,485 89,042
Dosis X Medio 6 83,322 13,877 29,807
Error 36 16,722 0,466
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION NIJITIPLE.
COMPARACION G.L.numerador G.L.denominador O E
20 Mrad 50 PIrad - 2 36 11,649 67,852
20 PIrad 100 PIrad 2 36 9,919 49,195
50 PIrad 100 PIrad 2 36 1,730
HCl H2S04 3 36 2,377
RO]. 0113—00011 3 36 3,690 ¡ 4,539
1101 1120 3 36 11,938 -I 47,507
112S04 C113—COOH 3 36 6,068 12,273
H2S04 1120 3 36 - 9,561 30,469







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.
Ensayo: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.










Dosis 2 81,615 40,808 31,307
PIedio 1 45,744 45,744 35,094






ácko 4 116,596 29,149 22,363
Medio
xácido 2 41,797 20,898 16, 03V
Dosis2<
medio x ácido 4 69,824 17,456 13,392
Error 54 70,387 1,303





20 PIrad 50 PIrad 2 54 6,620 21,909
20 PIrad 100 PIrad 2 54 0,445 009~s
50 PIrad 100 PIrad 2 54 7,065 24,954
Agua Aire 1 54 5,924 35;09V**
flCl 504112 2 54 3,836 735¿*
1101 0113—C0OH 2 54 14,070 98,979






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.











Dosis 2 618,625 309,313 74,440
Medio 3 1595,703 531,901 128,01
Dosis X PIedio 6 952,469 158,745 38,204
Error 36 149,586 4,155







45,96520 Mrad 50 tIrad 2 36 9,588
20 PIrad 100 PIrad 2 36 ¡ 11,329 64,178
SO PIrad 100 PIrad 2 36 1,741 NS1,516
Ecl H2504 3 36 0,127
¡ ECl CH3—COOH ¡ 3 36 2,183
ECl 1120 ¡ 3 36 16,645 92,352-
112504 C113—COOI-l 3 36 2,056
112504 1120 3 36 16,518 90,946






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.
Ensayo: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.










Dosis 2 350,547 175,273 25,295
Medio 1 49,891 49,891 7,200





medio x ácido 326,813 81,703 11,791
Error 374,172 6,929
TEST DE SCHEPFE. CONPARACION MULTIPLE.
COMPABACION numerador G.L.denominador E
20 PIrad 50 PIrad 2 6,747 22,758****
20 PIrad 100 PIrad ¡ 2 54 1,422
50 PIrad 100 PIrad ¡ 2 54 5,324 14,174
Agua Aire 1 54 2,683 7,199
1101 S04H2 2 54 ¡ 2,163 NS2,338
1
1101 0113—00011 1 2 54 3,118
**
4,862







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.











Dosis 2 168,932 84,466 5O,76V** ¡
Medio 3 507,125 169,042 101,604 ¡
Dosis X Medio 6 371,381 61,897 37,203 ¡
Error 36 59,895 1,664
TESE DE SCBEFFE. COMPABACION HULTIPLE.
COMPARACION G.L.
numerador denominador
20 Mrad 50 Mrad 2 36 8,093
20 Mrad 100 Nrad 2
50 PIrad 100 PIrad 2 36 9,245 42,73V<**
36 4,133 5,639
ECl 013-00011 3 36 0,941 0,08~3~
1101 36 15,309 78,126
112504 0113—00011 3 36 3,622 4,374
112504 36 11,196 41,786
0113—00011 1120 3 36 14,819 73,199
* E =0,10




REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.
Ensayo: Eretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.










Dosis 2 407,895 203,947 84,541
Medio 1 281,602 281,602 116,731







ácido 4 272,535 68,134 28,243




medio 2< ácido 4 133,742 33,436 13,860
Error 54 130,270 2,412




20 PIrad 50 Mrad 2 54 - 7,142 25,502
20 PIrad 100 PIrad 2 54
1
12,981 84,258
50 PIrad 100 PIrad 2 54 5,840 17,051
Agua Aire 1 54 10,804 116,729
HCl 504112 2 54 0,258
HCl 0H3—COOH 2 54 7,643 29,204







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXIX.




















Tratamientos 7 561,172 80,167
Error 24 109,086 4,545









Tratamientos 7 424,634 60,662 39,594







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XL.









Tratamientos 5 980,762 196,153 200,8¿~**
Error 18 17,577 0,977










Tratamientos 5 348,576 69,715 l3,34~
18 94,025 5,244









Tratamientos 5 382,325 76,465 133498






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLI.









Tratamientos 7 1093,807 156,258 25,86~**
Error 24 145,006 6,042









Tratamientos 7 4346,815 620,974 79,324***
Error 24 187,873 7,828









Tratamientos 7 1422,705 203,244 10,844






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLII.









Tratamientos 5 1137,326 227,465 50,890
Error 18 80,455 4,470










Tratamientos 5 3822,018 764,404 76,481
Error 18 179,904 9,995










Tratamientos 5 4809,834 961,967 90,7~**






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLIV.
Ensayo: Pretratamiento con etanol. Producción de glucosa (mg/lOO mg










Tratamientos 7 1409,374 201,339
Error 24 13,449 0,560
Ensayo: Pretratamiento con etanol. Producción de










Tratamientos 7 2881,458 411,637 479,SM**
Error 24 20,601 0,858









Tratamientos 7 4614,864 659,266 164,662
Error 24 96,090 4,004









Tratamientos 7 4090,927 584,418
Error 24 81,417 3,392





REFERENCIA EN EL TEXTO: TABLA XLV.
Ensayo: Pretratamiento con butanol. Producción de glucosa (mg/lOO mg










Tratamientos 5 1232,686 246,537 588,4~**
7,541 0,419
Pretratamiento con butanol. Producción de azúcares reductores










Tratamientos 5 2393,897 478,779 769,349
Error 18 11,202 0,622









Tratamientos 5 2742,622 548,524 181,843
Error 18 54,296 3,016









Tratamientos 5 2778,854 555,771
145,21y








REFERENCIA EN El. TEXTO: Tabla LI.
Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación de glucosa (%).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado
variación libertad cuadrados medio E
Total 39 1057,125
Temperatura 1 357,484 357,494
Tiempo 4 187,750 46,938 5,801
TemperaturaxTiempo 4 269,172 67,293
Error 30 242,719 8,091
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION HUIJTIPLE.
EGOMPARACION G.L.
numerador C.L.denominador O
210% 230% 1 30 6,647 44,185
30 s 1 aUn 4 30 3,445
**
2,968
30 s 2 mm 4 30 3,572
**
3,190
30 s 4 mm 4 30 3,160
2
2,496
30 s 8 mm 4 30 0,646
1 mm 2 aUn 4 30 0,127
1 mm 4 mm 4 30 0,286
1 aUn 8 mm 4 30 2,799
2 mm 4 mm 4 30 0,412
2 mm 8 mm 4 30 2,926
4 mm 8min 4 30 2,514






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.











Temperatura 2 249,031 124,516 19,774
Tiempo 3 233,750 77,917 12,374
TemperaturaxTiempo 6 329,094 54,849 8,711
Error 36 226,688 6,297
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION HULTIPLE.
COPIPARACION G.L.
numerador G.L.denominador F
1900C 21000 2 36 2,935
**
4,307
190% 2300C 2 36 3,350 5,610
21000 2300C 2 36 6,285 19,748
30 s 1 mm 3 36 4,477 6,682
30 s 2 aUn 3 36 4,109 5,627
30 s 4 mm 3 36 5,739 10,978
1 mm 2 ndn 3 36 0,368
1 aUn 4 aUn 3 36 1,262
2 mm 4 mm 3 36 1,630
0,886NS
* P<0l0





REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.











Temperatura 1 410,695 410,695 72,111
Tiempo 4 649,953 162,488 28,530
TemperaturaxTiempo 4 127,977 31,994 5,618
Error 30 170,859 5,695




30 s 1 mm 4 30 8,863 19,640
30s 2min 4
30s 4min 4
30s Smin 4 9,867
1 mm 2 mm 4 30 0,020
imin 4min 4
imin Emin 4
2 mm 4 mm 4 30 0,424 O,045~
2 aún 8 mm 4 30 2,561







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.






190W 210% 2 36 8,056 32,499
19000 23000 2 36 16,564 137,176
21000 2300C 2 36 8,508 36,190
30 s 1 mm 3 36 5,234 9,132
30 s 2 mm 3 36 8,208 22,455
30 s 4 mm 3 36 7,891 20,758
1 mm 2 aún 3 36 2,974 **2,974
1 mm 4 mm 3 36 2,657
2
2,354








TEST DE SOIXEFFE. COMPABACION É4IJLTIPLE.
REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.
Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación de lignina (U.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado
variación libertad cuadrados medio F
Total 39 6027,875
Temperatura 1 1022,844 1022,844 49,438
Tiempo 4 2932,375 733,094 35,433
TemperaturaxTiempo 4 1451,969 362,992 17,54~***
Error 30 602,688 20,690
TEST DE SCHEFFE. CO14PARACION HULTIPLE.
4 mm 8 aún 4 30 6,541 10,696






30 s 1 aUn 7,649 14,627-,
30 s 2 aUn 4 30 9,211 21,209
30 s 4 mm ¡ 4 30 8,033 16,133
30 s 8 mm ¡ 4 - 30 1,492
1 mm 2 aUn 4 30 1,561





1 mm 8 mm 6,,157 9,477
2 mm 4 mm 4 30
30
1,177 0,347
2 mm 8 mm 4 7,718 14,893
* E=0,10
** E = 0,05




REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.









Temperatura 2 3743,156 1871,578
Tiempo 3 5108,188 1702,729 90,728
TemperaturaxTiempo 6 2257,688 376,281 20,050
Error 36 675,625 18,767






1900C 2100C 2 36 4,119 8,485
190W 2300C 2 36 13,759 94,649
210% 2300C 2 36 9,639 46,457
30 s 1 ruin 3 36 15,468 79,754
30 s 2 mm 3 36 12,607 52,975
30 s 4 mm 3 36 10,278 35,212
1 mm 2 mm 3 36 2,862
**
2,729
1 aUn 4 mm 3 36 5,190 8,979
2 mm 4 mm 3 36 2,329
* P = 0,10





REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.
Ensayo: Pretratamiento de explosión de vapor. Producción de glucosa por










Temperatura 1 148,723 148,723 152,069
4 373,246 93,312 95,411
TemperaturaxTiempo 4 181,520 45,380 46,401
30 29,340 0,978












4 mm 8 mm 4 30 0,379 O,O3(~
* 1’ ~ 0,10
** E =0,05




REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.
Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Producción de glucosa (mg/lOO











Temperatura 2 1094,699 547,356 473,739
297,219 99,073 85,749
TemperaturaxTiempo 6 270,199 45,033 38,97~*
Error 1,155
TESE DE SCREPFE. CONPARACION MULTIPLE.
COPIPARACION G.L.
numerador denominador
19000 2100C 2 123,598
19000 230~C 2 473,668
2100C 23000 2 113,056
30 s 1 aUn 3 36 3,671 4,492
30 s 2 aUn 3 36 8,559 24,418
30 s 4 ruin 3 36 15,137 76,378
1 ruin 2 ruin 3 36 4,888 7,965
1 ruin 4 mm 3 36 11,466 43,826
2min 4min 36 6,578 14,424**
* p<010





REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.










Temperatura 1 1781,719 1781,719 198,56¿***
Tiempo 4 1950,781 487,695 54,352
TemperaturaxTiempo 4 1434,719 358,680 39,974
Error 30 269,188 8,973





210% 230% 1 30 14,091 198,563
30 s 1 mm 4 30 11,671 34,053
30 s 2 ruin 4 30 10,099 25,046
30 a 4 jiún 4 30 13,383 44,779
30 a 8 mm 4 30 7,932 15,729
1 ruin 2 ruin 4 30 1,662
1 mm 4 ruin 4 30 1,713
1 mm 8 ruin 4 30 3,739
**
3,495
2 ruin 4 ruin 4 30 3,374
2
2,846
2 ruin 8 mm 4 30 2,077






REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.












Temperatura 2 7158,000 3579,000 352,033
Tiempo 3 2261,531 753,844 74,149
TemperaturaxTiempo 6 1487,625 247,938 24,384***
Error 36 366,000 10,167





19000 21000 2 36 10,819 58,524
190% 230% 2 36 26,392 348,265








*** E ~ 0,01
NS no significativo
—272—
REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.











Temperatura 2 3173,250 1586,625 403,620
3 659,734 219,911 55,943
79,740 20,28~***
3,931 -
TEST DE SCIIEFFE. COMPARACION HULTIPLE.
COMPARACION numerador denominador
190% 210
0C 2 36 16,022 128,356
1900C 2300C
2100C 230%
30 s 1 ruin 3 36 4,967 8,222
30 s 2 ruin 3 36 6,115 12,466
30 s 4 ruin 3 36 12,844 54,985
1 mm 2 mm 3 36 1,149 O,440~
1 mm 4 mm 3 36 7,877 20,682







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.
Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. (Conversión de celulosa en
glucosa (%).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado
variación libertad cuadrados medio
Total 39
Temperatura 1 253,938 253,938 80,099
Tiempo 4 559,969 139,992 44,154***
TemperaturaxTiempo 4 732,203 183,051 57,739
Error 30 95,109 3,170
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION HIILTIPLE.
80,091
2,388
COMPARACION G.L.numerador G.L.denominador F
21000 230% 1 30 8,949
30 a 1 ruin 4 30 9,399 w~* c22,085
30s Zmin 4 30 7,194 12,940
30 a 4 ruin 4 30 12,489 38,995
30 a 8 ruin 4 30 9,416 22,164
1 mm 2 ruin 4 30 2,204
1 ruin 4 ruin 4 30 3,090
*
1 mm a ruin 4 30 0,017 0,OOO~
2 ruin 4 ruin 4 30 5,295 7,009
2 ruin 8 ruin 4 30 2,221 NS1,233









REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LIV.










Tratamientos 10 1264,207 126,421 8,879
Error 33 469,855 14,238
Ensayo: Pretratamiento
de azúcares reductores (%).









Tratamientos 10 1293,557 129,356 17,998
Error 33 237,178 7,187
Ensayo: Pretratamiento
de lignina (%).









Tratamientos 10 1046,619 104,662 - 4,546







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LV.
Ensayo: Pretratamiento de explosión de vapor en medio ácido. Producción de









Tratamientos 10 266,520 26,651 33,41¿***
Error 33 26,320 0,789
Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor en medio ácido. Producción










Tratamientos 10 1611,244 161,124 28,16~***
Error 33 188,771 5,720
Ensayo: Pretratamiento
sacarificación (%).










Tratamientos 10 1171,248 117,125 23,861
Error 33 161,986 4,909
Ensayo: Pretratamiento
celulosa en glucosa (%).







Tratamientos 10 299,903 29,990 50,841
33 19, 466 0,590
-J
* E =0,10









REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.
Ensayo: Variación de la recuperación de material inicial (%) a lo largo de
la fermentación con P.chrysosporinm sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento alcalino.
Ensaya: Variación de la recuperación de material inicial (Z) a lo largo de










Tratamientos 3 2,730 0,910
**
9,811
Error 4 0,371 0,093
Ensayo: Variación de la
la fermentación con
pretratamiento ácido.
recuperación de material inicial (%) a lo largo de








Tratamientos 3 301,080 100,369 24,899
Error 4 16, 123 4,03 1
Ensayo: Variación de la recuperación de material inicial (%) a lo largo de









Tratamientos 3 704,318 234,773
**
10,013







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.
Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición a
fermentación con P.chrysosporium sobre O~nervosum sometido a
alcalino.











Tratamientos 4 503,910 125,977 119,164
Error 15 15,858 1,057
Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición
fermentación con P.chrysosporium sobre 0.nervosum sometido
oxidante.











Tratamientos 4 5,371 1,343 1,055 NS
Error 15 19,086 1,272
Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición
fermentación con Pchrysosporium sobre O.nervosum sometido
ácido.




Tratamientos 4 217,936 54,484 23,417
- 2,327
Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición
fermentación con Pchrysosporium sobre 0. nervosum nativo.









Tratamientos 4 756,735 189,184 298,052















REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.
Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a











Tratamientos 4 1668,906 417,226 105,97~***
Error 15 59,055 3,937
Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a











Tratamientos 4 1401,605 350,401 27,739
Error 15 189,481 12,632
Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a











Tratamientos 4 197,121 49,280
3
3,261
Error 15 ¡. 226,699 15,113
Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a










Tratamientos 4 2245,140 561,285 214,43V**
Error 15 39,263 2,618
* P =0,10
** E =0,05
E < 0 01
- ****p ~ 0,001
NS no significativo
—;179—
REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.
Ensayo: Variación del porcentaje de lignina en la composición a lo largo










Tratamientos 4 27,880 6,970 5,090
Error 15 20,541 1,369
Ensayo: Variación del porcentaje de lignina en la
la fermentación con Kchrysosporiuni sobre
pretratamiento oxidante.
composición a lo largo
O.nervosum sometido
Ensayo: Variación del porcentaje de lignina en la composición a lo largo











Tratamientos 4 79,191 19,798 20,949
Error 15 14,176 0,945
Ensayo: Variación del porcentajede lignina en la composición a lo largo de









Tratamientos 4 634,866 158,717 99,033












REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LX.
Ensayo: Variación de la producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg
glucosa/lOO mg sustrato) a lo largo de la fermentación con P.chrysosporium









Tratamientos 4 1040,632 260,158 456,224
Error 15 8,554 0,570
Ensayo: Variación de la producción de glucosa por
100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación











Tratamientos 4 50,570 12,,642 39,80~
Error 15 4,764 0,318
Ensayo: Variación de la producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg
glucosa! 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación con P-chrysosporium
sobre O.nervosum sometido a pretratamiento ácido.
Variación de la producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg










Tratamientos 4 64,926 16,2322 428,312










REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXI.
Ensayo: Variación de la producción de azúcares reductores por hidrólisis
enzimática (mg glucosalloo mg sustrato) a lo largo de la fermentación con




la producción de azúcares reductores por hidrólisis
mg sustrato) a lo largo de la fermentación con










Tratamientos 4 98,723 24,681 19,142
Error 15 19,340 1,289
Ensayo: Variación de la producción de azúcares reductores por hidrólisis
enzimática (mg glucosa! 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación con









Tratamientos 4 168,198 42,050 200,264
Error 15 3,150 0,210
Ensayo: Variación de la
enzimática (mg glucosa!
P.chrysosporium sobre O.
producción de azúcares reductores por hidrólisis











Tratamientos 4 156,750 39,188 512,214***







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXII.
Ensayo: Eficacia de sacarificación (Z ES) a lo largo de la fermentación con










Tratamientos 4 4759,520 1189,880 443,302
Error 15 40,262 2,684
Ensayo: Eficacia de sacarificación (% Es> a lo largo de la fermentación con










Tratamientos 4 473,107 118,277 320,289
Error 15 5,539 0,369
Ensayo: Eficacia de sacarificación (% ES) a lo largo de la fermentación con









Tratamientos 4 184,836 46,209 20,866
Error 15 33,219 2,215
Ensayo: Eficacia de sacarificación (Z ES> a lo largo de la fermentación con










Tratamientos 4 160,713 40,178 66,375







REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXIII.
Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a lo largo de la










Tratamientos 4 7290,828 1822,707 994,402
Error 15 27,481 1,832
Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a lo largo de la











Tratamientos 4 4373,412 1093,353 43?,22t
Error 15 37,510 2,501
Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a
fermentación con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido
oxidante.










Tratamientos 4 497,416 124,354 8l2,61~
Error 15 2,295 0,153
Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a
fermentación con P.chrysosporium sobre 0.nervosum nativo.









Tratamientos 4 866,568 216,642 758,73¿***
Error 15 4,283 0,286
* E’ =0,10
** E’ ~ 0,05
*** E =0,01
****p < 0 001
NS no significativo —284—
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19 Efecto del ph en la hidrólisis enzunática del Solha Floc ¡1W200 a 80
distintas temperaturas, expresado como azúcares reductores liberados:
(•) 300C, (2<) 35<’C, (O~ 400C, UD) 45oC,(A) 50”C y U)55oC
Tiempo de hidrólisis : 4horas
Relación sólido-liquido (p/v): 5%
20 Efecto del pH en la hidrólisis enzimátíca del Solka Floc I[W200 a 81
distintas temperaturas, expresado como glucosa liberada: (@)SOoC,
(x)350C, (O) 4OoC, (U 450C,(A) 500C y (U) 55oC
Tiempo dc hidrólisis : 4horas
Relación sólido-líquido (plv): 5%
21 Efecto del pH en la hidrólisis enzimática del Solka bloc HW200 a 82
distintas temperaturas, expresado como relación entre glucosa y
azúcares reductores liberados: (.) 3OoC, (x) 350C, (O~ 400C, (U) 450C,(A)
500C y (U) 55’t
Tiempo de hidrólisis: 4horas
Relación sólido-líquido (p/v): 5%
22 Efecto del pH en la hidrólisis enzimática del Solka Floc HW200 a 84
distintas temperaturas en la recuperación de enzimas, expresado corno
porcentaje del valor inicial de proteínas en el medio de hidrólisis: (e)
30C, (x) 35oC, ~O)4OoC, (U) 4SoC,(A) SOoC y (U) 55~C
Tiempo de hidrólisis : 4horas
Relación sólido-líquido (p/v): 5%
23 Efecto de la proporción de enzima (expresada como gramos de proteínas 86
por 10<) g de sustrato) en la producción de azúcares reductores durante la
hidrólisis enzimática de Soll=aFloc 2HW200
Relación sólido-liquido (p/v) :5% (A) y 10% (lB
24 Efecto de la proporción de enzima (expresada como gramos de proteínas 8?
por 100 g de sustrato) en la producción de azúcares reductores durante la
hidrólisis enzimática de O. neruosum nativo
Relación sólido-liquido (pH) : 5% (A) y [0% (8)
25 Efecto de la proporción de enzima (expresada corno gramos de proteínas 88
por lOO g de sustrato) en la producción de azúcares reductores durante la
hidrólisis enzimática (le O. nervosurn pretratado con [1202en medio
has ico
Relación sólido—liquido (plv) 5% (A) Y 10% (8)
26 Efecto de la proporción de enzima (expresada como gramos de proteínas 89
por 10<) g de sustrato) en la producción de azúcares reductores durante la
hidrólisis enzimática de O. neruosum pretratado con NaOH
Relación sólido-liquido (p/v) :5% (A) y lOO/o (11)
2? Eficacia del complejo celulolítico (mg azúcares reductores/U[Pl~’) (— ~ Y 90
rendimiento de la hidrólisis (mg azúcares reductores/lOO mg celulosa)
en función de la relación E/S (UIPF/g celulosa inicial)
‘I’iempo de hidrólisis :48 horas
Sustrato: (A) Solka Eloc ¡1W 200 y (8) Onervosurn nativo
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28 Eficacia del complejo celulolítico (mg azúcares reductores/UIPE) ~ —) Y 91
rendimiento de la hidrólisis (mg azúcares reductores/lOO mg celulosa)
en función de la relación E/S(UIPF/g celulosa inicial)
Tiempo de hidrólisis : 48 horas
Sustrato: (A) O. nervosum pretratado con 11202 y (11) Onervosum
pretratado con NaOli
29 Variación de las actividades en-zímáticas: (O) fí-Glucosidasa y (e) sobre 94
papel de filtro, en función del tiempo de incubación a SOoC, del complejo
enzi:nático producido por Tr¡choderrna longibrachiatum QM9414
30 Efecto de la adición de : (A) glucosa, (B) celobiosa y (C) etanol, en la 96
producción de azúcares porhidrólisis enzimática del O.nervosum
31 l)iferentesestrategias para estudiar el comportamiento hidrolítico del 97
complejo enzirnático
32 Producción de glucosa por hidróhsis enzimática. Sustratos: (A) Solka 98
Floc HW200, (13)0. neruosum pretratado y (C) 0neruosum sin tratar
33 Producción de azúcares reductores por hidrólisis enzimática. Sustratos: 99
(A) Solka [“locl1W200, (13)0. nervosum pretratado r (C) Oneruosurn. sin
tratar
34 E fecto de la concentración de gíticosa sobre la actív idad fI-Ql ucosidasa 101
utilizando pN PG como sustrato - Representacion de 1 4inewacver- Bu rL
(e) si¡i glucosa, (0)0,5 mM, (4> 0,75 mM y (A) 1 mM
35 Efecto de la concentración (le glucosa sobre la actividad f3-Glucosidasa 102
utiliza ¡irlo celo 5i osa tú mo sus>, rato - Re pre senLic ió n de 1 i newae xcr— 1 u rIt
• ) sin glucosa, (0) 1 mM, (A) 2,5 mM y (A) 5 tuN)
36 Influencia de la dosis de irradiación gamma en la solubilización dei 143
sustrato Onervosum en diferentes medios
37 Influencia de la dosis dc irradiación gamma en la solubilización del 144
sustrato Oncruosum con diferentes ácidos.
38 Planta piloto de tratamiento de materiales lignocelulosicos 174
39 In A nc nc ia del tiempo dc fer mentacion con 1’. chrysospor¿urn. en la 190
pé íd ida dc peso seco dc 0. nertajsutn. nativo o sometido a d ifetentes
p retrata mi ciito s -
40 1 o A ucocia del tiempo de Yermentacióyi con P. chrysosporiurn en el 191
contenido de nitrógeno total de O. arreos um nativo o sometido a
diferentes pretratam cotos.
41 Influencia (leí tiempo de fermentación con 1’. chryso.sporium en la 197
recuperación dc celulosa referida a la composición inicial de sustrato
O. ??E?(&<)SUtí? OUL i VG (1 sometitlr> it ti i fereotes p¡-et¡ata ¡nico tos -
42 Influencia del tiempo de fermentación con 1< chrysosporiurn en la 198
recuperación dc azúcares reductores referida a la composición inicial de
sustrato Oneruosurn nativo o sometido a diferentes pretratamientos.
43 ¡ nA ucocia del tiempo (le fermentación con P. chrysospori ¡taj en la 199
recuperacion tic lignina referida a lii composicion inicial dc sustrato
O. ru-ruosurn. nativo o sometido a dílercotes pretratamien tos.
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44 Efecto del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. nervosum en el 208
porcentaje de recuperación de material inicial (expresado como peso
seco) yen la recuperación de glucosa, azúcares reductores y lignina.
45 Efecto del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. neruosum en la 209
producción de glucosa y azúcares reductores (mg/LOO mg sustrato
pretratado) por hidrólisis en-uímática.
46 Influencia del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. nervosum en la 210
eficacia de sacarificación (ES) y conversión de celulosa en glucosa (CC)
por hidrólisis enzimática
47 Cinética de hidrólisis del O. nervosum pretratado con diferentes 213
concentraciones de enzima
48 Efecto de la dosis de enzima en el rendimiento de la hidrólisis del 214
Onervosum pretratado después de 24 y 48 horas
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